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Določanje fenolnih spojin v invazivnih tujerodnih dresnikih (Fallopia spp.) 
Povzetek: 
Japonski dresnik, sahalinski dresnik in češki dresnik so zelo razširjene invazivne 
tujerodne rastlinske vrste, ki tako v Evropi kot Severni Ameriki predstavljajo ekološki in 
ekonomski problem. Z namenom izkoriščanja te biomase, ki vsebuje različne bioaktivne 
spojine, smo v listih in korenikah teh dresnikov s tankoplastno kromatografijo visoke 
ločljivosti (HPTLC) sklopljeno z denzitometrijo, analizo slik in masno spektrometrijo 
(HPTLC–MS/MS) proučevali naslednje fenolne spojine: flavan-3-ole in 
proantocianidine. Z analizo slik HPTLC silikagelnih plošč smo na osnovi celokupnih 
ploščin določili najvišjo vsebnost proantocianidinov v korenikah japonskega dresnika. Z 
uporabo standardnih raztopin (–)-epikatehina in procianidina B2 smo določili vsebnosti 
monomerov in dimerov v listih in korenikah vseh treh dresnikov. Vsebnosti monomerov 
v listih japonskega, češkega in sahalinskega dresnika so bile 0,84, 1,39 in 2,36 kg/t suhega 
materiala, vsebnosti dimerov pa 0,99, 1,40 in 2,06 kg/t suhega materiala. Vsebnosti 
monomerov v korenikah japonskega, češkega in sahalinskega dresnika so bile 2,99, 1,52 
in 2,36 kg/t suhega materiala, medtem ko so bile vsebnosti dimerov 2,81, 1,09 in 2,17 
kg/t suhega materiala. S HPTLC v kombinaciji z denzitometrijo in analizo slik smo 
ugotovili, da so kromatografski profili proantocianidinov korenik japonskega, 
sahalinskega in češkega dresnika kvalitativno enaki, kar pa ne velja za profile listov teh 
dresnikov, saj ima sahalinski dresnik v profilu tri dodatne vrhove. Znotraj iste vrste pa 
ima le sahalinski dresnik enak profil za oba rastlinska dela, medtem ko imata japonski in 
češki dresnik v primerjavi z listi dva dodatna vrhova v profilih korenik. V listih vseh 
dresnikov in v korenikah češkega in sahalinskega dresnika smo s HPTLC-MS/MS prvi 
identificirali vse proantocianidine tipa B od monomerov do dekamerov, v korenikah 
češkega in sahalinskega dresnika ter v listih sahalinskega dresnika pa tudi nekatere 
njihove galate (od monomerov do heksamerov) in dimer digalate. Kot prvi smo 
identificirali proantocianidine v listih češkega dresnika. Med listi vseh treh dresnikov smo 
največjo pestrost v kvalitativnem profilu galatov odkrili v listih sahalinskega dresnika. V 
listih japonskega dresnika smo potrdili le prisotnost monomer galatov in dimer galatov, 
medtem ko smo v listih češkega dresnika poleg teh potrdili tudi dimer digalate. Torej 
lahko povzamemo, da imajo listi japonskega, češkega in sahalinskega dresnika enake 
kemijske profile proantocianidinov glede na stopnjo polimerizacije, medtem ko se njihovi 
kemijski profili glede na galate razlikujejo. Korenike češkega in sahalinskega dresnika pa 
imajo enake kemijske profile proantocianidinov glede na stopnjo polimerizacije in tudi 
glede na galate. Znotraj posamezne vrste ima le sahalinski dresnik v listih in korenikah 
enak kemijski profil proantocianidinov glede na stopnjo polimerizacije in glede na galate. 








Determination of phenolic compounds in invasive alien knotweeds (Fallopia spp.)  
Abstract: 
Japanese knotweed, giant knotweed and Bohemian knotweed are three widely spread, 
invasive alien plants that represent an ecological and economic problem in Europe and 
North America. In order to exploit this biomass containing various bioactive compounds, 
high performance thin-layer chromatography (HPTLC) coupled with densitometry, 
image analysis and mass spectrometry (HPTLC-MS/MS) was used to study phenolic 
compounds flavan-3-ols and proanthocyanidins in leaves and rhizomes of these 
knotweeds. Image analysis of the HPTLC silica gel plates showed the highest 
proanthocyanidins content (based on the total peak areas) in rhizomes of Japanese 
knotweed. Using (-)-epicatechin and procyanidin B2 standards, the contents of monomers 
and dimers in leaves and rhizomes of all three knotweeds were determined. In leaves of 
Japanese, Bohemian and giant knotweed the contents of monomers were 0.84, 1.39, 2.36 
kg/t of dry material, respectively, while the contents of dimers were 0.99, 1.40, 2.06 kg/t 
of dry material, respectively. In rhizomes of Japanese, Bohemian and giant knotweed the 
contents of monomers were 2.99, 1.52, 2.36 kg/t of dry material, respectively and the 
contents of dimers were 2.81, 1.09, 2.17 kg/t of dry material, respectively. With HPTLC 
combined with densitometry and image analysis we found qualitatively equal 
chromatographic profiles of proanthocyanidins in rhizomes of Japanese, Bohemian and 
giant knotweed, which was not the case with profiles of leaves, where giant knotweed's 
profile has three additional peaks. Within the same species, only giant knotweed has the 
same profile for both plant organs, while Japanese and Bohemian knotweed have two 
additional peaks in the profiles of rhizomes compared to leaves. Using HPTLC-MS/MS 
we were the first to identify all B-type proanthocyanidins from monomers to decamers in 
leaves of all knotweeds and in rhizomes of Bohemian and giant knotweed, as well as 
some of their gallates (from monomers to hexamers) and dimer digallates in rhizomes of 
Bohemian and giant knotweed. We were the first to identify proanthocyanidins in leaves 
of Bohemian knotweed. Among the leaves of all three knotweeds, the highest diversity 
in the qualitative profile of gallates was detected in leaves of giant knotweed. Monomer 
gallates and dimer gallates were identified in leaves of Japanese knotweed, while in 
addition to these digallate dimer was also confirmed in leaves of Bohemian knotweed. 
Leaves of Japanese, Bohemian and giant knotweed have the same chemical profiles of 
proanthocyanidins with respect to the degree of polymerization, although their chemical 
profiles with respect to gallates differ. Rhizomes of Bohemian and giant knotweed have 
the same chemical profiles of proanthocyanidins in terms of degree of polymerization and 
also in terms of gallates. Within each of the three individual species, only giant knotweed 
has the same chemical profile of proanthocyanidins in leaves and rhizomes, both with 
respect to the degree of polymerization and with respect to gallates. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
a.e. arbitrarna enota (angl. arbitrary unit) 
APCI kemijska ionizacija pri atmosferskem tlaku (angl. atmospheric 
pressure chemical ionization) 
B2 procianidin B2 
CI kemijska ionizacija (angl. chemical ionization) 
ČD češki dresnik 
DMACA 4-dimetilaminocimetov aldehid 
EC (–)-epikatehin 
EI ionizacija z elektroni (angl. electron impact ionization) 
ESI ionizacija z razprševanjem v električnem polju (angl. electrospray 
ionization) 
FAB obstreljevanje s hitrimi atomi (angl. fast atom bombardment) 
HESI ionizacija z ogrevanim razprševanjem v električnem polju (angl. 
heated electrospray ionization) 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (angl. high-performance 
liquid chromatography) 
HPTLC tankoplastna kromatografija visoke ločljivosti (angl. high-
performance thin-layer chromatography) 
JD japonski dresnik 
LOD meja zaznave (angl. limit of detection) 
LOQ meja določitve (angl. limit of quantitation ali limit of determination) 
MS masna spektrometrija (angl. mass spectrometry), masni spektrometer  
MS/MS, MSn tandemska masna spektrometrija (angl. tandem mass spectrometry) 
m/z kvocient med maso in nabojem iona 
NMR jedrska magnetna resonanca (angl. nuclear magnetic resonance) 
PVDF poliviniliden difluorid 
QIT kvadrupolni analizator z ionsko pastjo (angl. quadrupole ion trap) 
RF retencijski faktor (angl. retardation factor) 
RPC rotacijska planarna kromatografija 
RTIC rekonstruirani polni ionski tok (angl. reconstructed total ion current)  
SD sahalinski dresnik 
STD standardna raztopina 
TLC tankoplastna kromatografija (angl. thin-layer chromatography) 
TOF analizator na čas preleta (angl. time-of-flight) 
UHPLC tekočinska kromatografija ultra visoke ločljivosti (angl. ultra-high-
performance liquid chromatography) 
UV ultravijolično (angl. ultraviolet) 
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Dresniki so rastline, ki jih uvrščamo v družino Polygonaceae (dresnovke) in rod Fallopia 
(dresniki) [1]. Poleg dresnikov spadata v družino dresnovk tudi ajda in rabarbara, zato ne 
preseneča, da v angleščini dresniku rečejo »divja rabarbara« (angl. wild rhubarb) [2–4]. 
V Evropi so prisotni japonski, sahalinski in češki dresnik, ki spadajo med invazivne 
tujerodne rastlinske vrste. Dresnike med sabo ločimo po morfoloških razlikah. 
1.1.1 Japonski dresnik 
Japonski dresnik (Fallopia japonica Houtt.) (slika 1), ki izvira iz vzhodne Azije, je v 
Evropi najbolj razširjen, a le z ženskimi rastlinami. Rastline dosežejo višino 0,3-1,5 m, 
saj zelo hitro rastejo (spomladi do 15 cm/dan). Steblo je votlo in kolenčasto členjeno.  
 
 
Slika 1. Organi japonskega dresnika z mladim poganjkom. 
Olesenele korenike se nahajajo do 2 m globoko pod zemljo in se razraščajo do 10 m v 
širino. Korenike so v resnici vodoravna podzemna stebla z brsti, iz katerih navzgor rastejo 
poganjki. Listi imajo ravno dno in so dolgi približno 12 cm. Mladi listi so rdeče barve, 
nato pa postanejo zeleni. Cveti avgusta z bogatimi dišečimi socvetji. Prezimijo le 
podzemni deli (korenike). Raste skoraj povsod: ob vodah, na gozdnih robovih in na 
ruderalnih rastiščih [5]. Ruderalna rastišča so sekundarna, antropogeno nastala rastišča 
kot so nasipi, odlagališča, gradbena mesta, robovi cest, železniški nasipi, opuščene njive 
ipd. [5, 6]. Širi se s korenikami (zadošča že 1 cm del korenike), stebli in tudi s semeni [2]. 
V Evropo so ga pripeljali v 19. stoletju kot okrasno rastlino in kmalu se je z Nizozemske 
razširil prek parkov in vrtov po celem kontinentu [2]. Danes japonski dresnik kot 
tujerodna invazivna rastlina predstavlja velik ekološki in tudi ekonomski problem, saj 




zaradi hitrega širjenja, tako v Evropi kot v Severni Ameriki, ogroža biodiverziteto in 
uničuje infrastrukturo [2]. Uvrstili so ga celo na seznam 100 najbolj invazivnih tujerodnih 
vrst na svetu [7]. 
1.1.2 Sahalinski dresnik 
Sahalinski dresnik (Fallopia sachalinensis F. Schmidt) izvira iz Azije in je veliko večji 
od japonskega, saj zraste 4 do 5 m v višino in ima v primerjavi z japonskim dresnikom 
večje liste (dolge 43 cm in široke 27 cm). Na listih, ki so srčaste oblike, so na spodnji 
strani 1 mm dolge dlačice na žilah in robu listov. V Evropi, kjer je v primerjavi z 
japonskim dresnikom manj razširjen, so prisotne tako ženske kot moške rastline [2, 5, 8]. 
1.1.3 Češki dresnik 
Češki dresnik (Fallopia × bohemica (Chrtek & Chrtkova) J.P. Bailey), ki je medvrstni 
križanec japonskega in sahalinskega dresnika, je podedoval lastnosti obeh starševskih 
rastlin. V višino zraste do 4,5 m in ima liste dolge 25 cm in široke 18 cm. Tudi listi 
češkega dresnika so srčaste oblike in imajo na spodnji strani dlačice, a so te krajše z 
dolžino 0,5 mm [2, 8]. 
1.2 Sekundarni metaboliti v japonskem, sahalinskem in češkem 
dresniku in uporaba dresnikov 
Različni organi japonskega, češkega in sahalinskega dresnika vsebujejo različne 
bioaktivne sekundarne metabolite. Med temi rastlinskimi materiali so bile doslej najbolj 
preučevane korenike japonskega dresnika. V listih japonskega [9–12], češkega [13] in 
sahalinskega [11, 12] dresnika so odkrili bioaktivne sekundarne metabolite iz različnih 
skupin, kot so stilbeni [9–12], flavonoidi [9–12], fenolne kisline [9–12], karotenoidi [12, 
13], klorofili [12] in triterpenolne kisline [11, 12]. V korenikah japonskega [11, 12, 14–
18], češkega [16, 17] in sahalinskega [11, 12, 16–18] dresnika pa so identificirali 
sekundarne metabolite iz naslednjih skupin: stilbeni [11, 12, 14–16], antrakinoni 
(emodini) [14–16], flavonoidi [11, 12, 14–18], fenolne kisline [11, 12] in triterpenolne 
kisline [11, 12]. 
V korenikah japonskega dresnika so identificirali flavan-3-ole in proantocianidine tipa B 
od monomerov do dekamerov (monomere - flavan-3-ole, dimere, trimere, tetramere, 
pentamere, heksamere, heptamere, oktamere, nonamere in dekamere) in nekatere njihove 
galate (monomer galate, dimer galate, dimer digalate, trimer galate, tetramer galate, 
pentamer galate, heksamer galate) [14, 15]. Drugi avtorji so poročali o identifikaciji 
monomerov [11, 12, 16–18], monomer galatov [11, 17, 18], dimerov [11, 12, 16], dimer 
galatov [16, 18], dimer digalatov [16, 18], trimerov [16], trimer galatov [16], trimer 
digalatov [16], tetramerov [16], tetramer galatov [16], pentamerov [16], heptamerov [16] 
in oktamerov [16] v korenikah japonskega [11, 12, 16–18], češkega [16, 17] in 




sahalinskega [11, 12, 16–18] dresnika. V listih japonskega [11, 12] in sahalinskega [11, 
12] dresnika so doslej odkrili le monomere [11, 12], monomer galate [11, 12], dimere [11, 
12], dimer galate [11, 12] in tetramere [11, 12] proantocianidinov. V literaturi ni podatkov 
o proantocianidinih v listih češkega dresnika.  
Na osnovi teh podatkov lahko sklepamo, da imajo japonski, sahalinski in češki dresnik še 
neizkoriščen potencial kot surovina za različne namene. Tako ima japonski dresnik tudi 
pozitivno plat, saj njegove korenike v tradicionalni kitajski medicini že stoletja 
uporabljajo pri zdravljenju vnetij, diuretičnih težav, infekcij, hiperlipidimije in diareje 
[19, 20]. Na azijskem tržišču so v prodaji izdelki iz korenik kot so: v prah zmlete korenike, 
ekstrakti iz korenik in različne zeliščne mešanice, ki vsebujejo tudi korenike japonskega 
dresnika. Korenike so bogate s stilbenom trans-resveratrolom (prostim in glikoziliranim), 
zato se jih tudi v Evropi uporablja za proizvodnjo prehranskih dopolnil, ki vsebujejo 
resveratrol. 
 
1.3 Fenolne spojine 
V rastlinah so identificirali več kot 8000 fenolnih spojin. Zanje je značilen vsaj en 
aromatski obroč ter vsaj ena hidroksilna skupina. Fenolne spojine delimo na različne 
načine kot na primer po številu ogljikovih atomov, strukturi, številu fenolnih obročev in 
strukturnih elementov, ki te obroče povezujejo. Po številu in razporeditvi ogljikovih 
atomov jih delimo na flavonoide in neflavonoide. Flavonoidi predstavljajo največjo 
skupino fenolnih spojin in jih naprej delimo še na flavonole, flavone, flavan-3-ole, 
antocianidine, flavanone, izoflavone in druge. Tudi neflavonoide delimo naprej in sicer 
na fenolne kisline, hidroksicinamate, stilbene in druge [21]. Strukturo flavonoidov 
sestavljajo trije obroči (slika 2): benzopiranski obroč (A in C), na katerega je vezan fenil 
(B). Flavonoidi so strukturno zelo raznoliki. Posamezne skupine flavonoidov se 
razlikujejo v številu in pozicijah hidroksiliranih, hidrogeniranih, metiliranih in 
glikoziliranih mest [21]. 
 
Slika 2. Strukturna formula flavonoida (narisana s programsko opremo 
ACD/ChemSketch™ Freeware, različica 2018.2.5, Advanced Chemistry Development, 
Inc., Toronto, ON, Canada, www.acdlabs.com, 2019.). 




Flavonoidi niso primarni metaboliti (npr. ogljikovi hidrati, beljakovine, maščobe), ampak 
sekunadrni metaboliti, ki imajo za rastline pomembno vlogo pri njihovem obstoju, saj 
služijo kot komunikatorji med rastlino in okoljem. Imajo raznolike biološke aktivnosti 
(npr. antioksidativnost), ki so povezane s strukturnimi in glikozilacijskimi razlikami med 
spojinami. Epidemiološke študije so pokazale, da obstajajo korelacije med prehrano 
bogato s flavonoidi in zmanjšanjem tveganja za srčno žilne bolezni, kar je povezano z 
inhibicijo oksidacije lipoproteinov nizke gostote (angl. low-density lipoprotein, LDL) in 
zmanjšanjem trombocitne agregacije, ki je del nastanka krvnih strdkov [21, 22]. 
1.3.1 Flavan-3-oli in proantocianidini 
Flavanoli ali flavan-3-oli ali katehini, ki so strukturno najbolj kompleksna podskupina 
flavonoidov, so lahko v monomernih, oligomernih ali polimernih oblikah (slika 3). 
 
Slika 3. Strukturne formule predstavnikov flavan-3-olov ((–)-epikatehin (monomer) in 
(– )-epikatehin galat (monomer galat)) ter proantocianidinov (procianidin B2 (dimer) - 
(– )-epikatehin-(4β→8)-(–)-epikatehin). Strukturne formule so bile narisane s programsko 
opremo ACD/ChemSketch™ Freeware, različica 2018.2.5, Advanced Chemistry 
Development, Inc., Toronto, ON, Canada, www.acdlabs.com, 2019.). 




Osnovno enoto flavanolov sestavlja flavonoidni skelet C6-C3-C6, k strukturni 
raznolikosti pa prispeva stereokemija asimetričnih ogljikov na obročih in število 
hidroksilnih skupin. Flavanoli so med flavonoidi strukturno najbolj raznolika skupina 
spojin. Od večine ostalih flavonoidov se razlikujejo po tem, da nimajo dvojne vezi med 
C2 in C3 ter na obroču C nimajo karbonilnega C4. Za flavanole je značilna struktura s 
hidroksilno skupino ali estrom na mestu 3 C obroča in različnimi stopnjami hidroksilacije 
na mestih 5 in 7 na A obroču ter mestih 3', 4' in 5' na B obroču [21]. Flavan-3-oli imajo 
dva kiralna centra in s tem štiri možne stereoizomere. Monomer katehin je izomer s trans 
konfiguracijo, medtem ko ima monomer epikatehin cis konfiguracijo in obe konfiguraciji 
imata dva stereoizomera, tako imamo (+)-katehin, (–)-katehin, (+)-epikatehin in 
(– )- epikatehin. Od teh štirih sta v rastlinah, ki jih ljudje uživamo s hrano, najbolj pogosta 
(+)-katehin in (–)-epikatehin [21]. 
Flavanoli (monomeri) se med seboj povezujejo v višje enote - proantocianidine ali 
kondenzirane tanine (vodotopne polifenolne spojine z veliko molekulsko maso, ki se 
vežejo na proteine, sladkorje in škrob ter z njimi oblikujejo močno povezane stabilne 
komplekse [23]), ki so oligomeri ali polimeri flavan-3-olnih enot [21, 24]. Povezovanje 
monomerov poteka prek različnih C atomov, kar poveča število izomerov, k čemur 
prispevata še dva kiralna C atoma flavanolov [25]. Najbolj pogosti so proantocianidini 
tipa B, ki imajo B-tip vezi. To je enojna interflavanska vez med C8 ali C6 prvega 
(začetnega) monomera in C4 naslednjega monomera (slika 2). Redkeje se monomeri 
povezujejo z A-tipom vezi v proantocianidine tipa A, ki imajo poleg prej omenjene 
interflavanske vezi še drugo interflavansko vez med obročema A s povezavami C2–O–
C7 ali C2–O–C5 [15]. Proantocianidine delimo naprej glede na razlike v hidroksilaciji 
monomernih enot. Proantocianidine s hidroksiliranimi mesti 3, 3’, 4’, 5, 7 imenujemo 
procianidini [21]. Proantocianidini obstajajo v prosti obliki, glikozilirani ali pa zaestreni 
z galno kislino [14].  
Proantocianidini so alelokemikalije, ki jih proizvajajo rastline, a niso potrebne za 
primarni metabolizem, zato je večina alelokemikalij sekundarnih metabolitov. Organizmi 
se z njimi branijo pred živimi in neživimi stresorji [26]. Flavanoli so prisotni tudi v naši 
prehrani npr. v marelicah, višnjah, grozdju, robidnicah, borovnicah, kakavu, zelenem in 
črnem čaju, meti, baziliki, rožmarinu, žajblju in navadnem kopru [21]. Dokazali so, da 
flavanoli in proantocianidini delujejo protimikrobno in antioksidativno. Zdravilne učinke 
uživanja zelenega čaja so povezali s flavanoli in njihovimi galati. Dokazali so tudi, da 
(+)-katehin deluje kot antibiotik, (–)-epikatehin pa kot herbicid [21]. Biomaterial s 
proantocianidini in njihovimi galati so že uporabili za popravilo zobovine [27]. Vse 
našteto je razlog, da se za te spojine zanimajo tako raziskovalci kot proizvajalci 
prehranskih dopolnil, v katerih so flavanoli aktivne učinkovine. 
 




1.4 Tankoplastna kromatografija 
Tankoplastna kromatografija (angl. thin-layer chromatography, TLC) je separacijska 
tehnika, ki se uporablja za kvalitativno in kvanitativno določanje analitov [28]. V zadnjem 
desetletju se je za primere, ko se ta tehnika uporablja v povezavi z instrumentalno opremo 
(npr. avtomatskih in polavtomatskih nanašalcev, avtomatskih kadi za razvijanje, 
denzitometrov, dokumentacijskih sistemov z analizo slik), uveljavil izraz tankoplastna 
kromatografija visoke ločljivosti (angl. high-performance thin-layer chromatography, 
HPTLC) [29] ali instrumentalna tankoplastna kromatografija (angl. instrumental thin-
layer chromatography). S tema izrazoma ločimo to tehniko od običajne tankoplastne 
kromatografije, ki jo lahko izvajamo s precej enostavnejšo in cenejšo opremo [29–31]. 
Prednost (HP)TLC pred ostalimi separacijskimi tehnikami je v tem, da lahko na eni plošči 
sočasno razvijamo veliko število vzorcev in standardov. Ločevanje komponent vzorca 
poteka med potovanjem topila za razvijanje po tanki plasti sorbenta, nanesenega na 
primerni podlagi. TLC je uporabna za presejalne (angl. screening) analize, za kontrolo in 
izbor velikega števila vzorcev pred natančno končno analizo samo nekaterih izbranih 
vzorcev. Prednosti TLC pred tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti (HPLC), pri 
kateri ločba poteka v koloni, so: hitrost, nižja cena in možnost istočasne analize večjega 
števila vzorcev pri istih pogojih [28]. TLC se od HPLC razlikuje tudi po tem, da ko topilo 
za razvijanje dosega stacionarno fazo s pomikanjem po plošči, stacionarna faza in topilo 
nista v ravnovesju (kot sta stacionarna faza in elucijsko topilo - mobilna faza v HPLC 
koloni), ampak je stacionarna faza, ki je nad nivojem topila za razvijanje v kadi, v 
ravnovesju s hlapi topila v kadi za razvijanje. Tako imamo pri TLC štiri parametre: 
vzorec, stacionarno fazo, tekočo fazo (topilo za razvijanje) in hlape (plinsko fazo). Pri 
TLC imamo več interakcij: med topilom za razvijanje in hlapi, med hlapi in suho 
stacionarno fazo (hlapi polarnih topil se bolj adsorbirajo kot nepolarni), nato mokra 
stacionarna faza spet vzpostavi ravnotežje s hlapi in med topilom in stacionarno fazo, saj 
se lahko med potovanjem topila njegove komponente ločijo na stacionarni fazi, kar 
ustvari sekundarno fronto [32]. Še ena omembe vredna razlika se tiče terminologije 
mobilna faza, pri čemer je pri TLC mobilna faza samo enokomponentno topilo za 
razvijanje, večkomponentna topila pa so topila za razvijanje [33]. Pri TLC so komponente 
vzorca enako dolgo v stiku s stacionarno fazo in topilom za razvijanje, a prepotujejo 
različno razdaljo, medtem ko pri HPLC komponente vzorca prepotujejo enako razdaljo, 
a z različnim retencijskim časom. Pri TLC retencijo izraža retencijski faktor (angl. 
retardation factor, RF), ki je kvocient dolžine poti analita (da) in dolžine poti topila za 
razvijanje (ds) (RF = da/ds). Zaradi poenostavitve predstavitve se lahko uporabijo 
vrednosti hRF, ki ustrezajo RF vrednostim pomnoženim s 100 [30]. 
TLC analiza poteka v več korakih. Najprej pripravimo testne raztopine, izberemo 
stacionarno fazo in po potrebi s sušenjem aktiviramo sorbent ali celo izvedemo 
predrazvijanje plošče in nato ploščo dobro posušimo. Sledijo nanašanje, sušenje in po 
potrebi predkromatografska derivatizacija ali prednasičenje plasti sorbenta. Nato 




razvijemo kromatograme, ploščo posušimo in po potrebi izvedemo post-kromatografsko 
derivatizacijo. Zatem kromatograme dokumentiramo (posnamemo slike plošč pri 
različnih osvetlitvah) in posnamemo denzitograme ter spektre (UV-Vis). Nato 
kromatograme ovrednotimo in dokumentiramo rezultate. 
1.4.1 Sorbenti 
Pomemben del razvoja (HP)TLC metode je izbira sorbenta, na katerem bo prišlo do ločbe 
komponent vzorca. Izbira sorbenta je povezana z lastnostmi spojin, ki jih ločujemo. 
Pogosto je sorbent silikagel, lahko pa je tudi celuloza, aluminijevi oksidi, inertni silicijevi 
oksidi, poliamidi in drugo. Pri silikagelu, ki se uporablja najbolj pogosto (v več kot 90 % 
aplikacij), ločevanje komponent vzorca poteka preko interakcij med molekulami vzorca 
in aktivnimi mesti na silikagelu. To so predvsem silanolne skupine, ki lahko z molekulami 
vzorca tvorijo vodikove vezi, dipol-dipol ali elektrostatske interakcije. Debelina sloja 
sorbenta je povezana s količino snovi, ki jo lahko ločimo s TLC. HPTLC plošče imajo 
0,1 (le celulozne plošče) ali 0,2 mm visok nanos sorbenta, TLC plošče pa imajo 0,25 mm 
visok nanos sorbenta. Sorbent je z vezivom pritrjen na nosilno ploščo, ki je lahko iz stekla, 
aluminijaste folije ali plastične folije. HPTLC materiali imajo v primerjavi s TLC 
materiali precej boljše lastnosti, kot so manjša povprečna velikost delcev, bolj homogeni 
delci in boljše optične lastnosti. Zato HPTLC materiali omogočajo nanašanje manjših 
volumnov vzorcev, večje število nanosov vzorcev (36 do 72 – pri sočasnem razvijanju z 
obeh strani plošče), ločbo na krajši razdalji, krajši čas analize, nižje meje zaznave in 
boljšo resolucijo med ločenimi spojinami. Prav homogenost plošče in poznavanje njenih 
lastnosti sta pomembna za kvantitativne meritve [28], pri katerih običajno uporabljamo 
HPTLC plošče s sorbentom na steklenem nosilcu. Naprodaj so tudi Merckovi HPTLC-
MS sorbenti, ki se uporabljajo, kadar za detekcijo uporabljamo masni spektrometer (MS). 
Ti sorbenti so dražji od običajnih, zato je smiselno preveriti, če njihova uporaba res 
prispeva k boljšim rezultatom (manjši supresiji ionov, kar se odraža v nižjih mejah 
detekcije in zaznave) [14]. 
1.4.2 Nanašanje raztopin vzorcev in standardov 
Nanosi raztopin vzorcev in standardov na ploščo so lahko v obliki točk ali črt, pri čemer 
za nanašanje v točko običajno uporabljamo steklene kapilare. Nanos v črto daje boljše 
rezultate in boljšo ločljivost komponent vzorca zaradi manjše difuzije raztopin vzorca in 
standarda pri nanašanju. Uporaba polavtomatskega ali avtomatskega nanašalca, ki pri 
nanašanju raztopin iz brizge, z razprševanjem inertnega plina (dušika) ali zraka, omogoča 
bolj enakomerno porazdelitev mase vzorca in standarda po celotni dolžini nanosa (črti), 
kar se kaže v večji ponovljivosti rezultatov pri denzitometričnem vrednotenju 
kromatogramov, saj pri snemanju z denzitometrom zajemamo le podatke z ozkega pasu 
v sredini lis [28]. 





Med razvijanjem kromatografske plošče komponente vzorca potujejo s topilom za 
razvijanje prek sorbenta in se ločijo med seboj. Elucijska moč topila (odvisna od jakosti 
interakcij med topilom in sorbentom) in selektivnost topila vplivata na ločevanje 
komponent. Večja elucijska moč pomeni močnejše interakcije med topilom in sorbentom 
in hitrejše potovanje komponent vzorca po kromatografski plošči (višji RF). Topila za 
razvijanje se razlikujejo glede na to ali so proton-akceptorji (dietileter), proton-donorji 
(metanol) ali pa imajo permanentni dipol (diklorometan). Ustrezno sestavo topila za 
razvijanje najdemo s poskusi ali pa jo povzamemo iz literature [28]. Razvijanje lahko 
poteka linearno (vertikalno in horizontalno), cirkularno ali anticirkularno. Najpogosteje 
se uporablja linearno razvijanje, kjer topilo za razvijanje potuje od roba plošče proti 
nasprotnemu robu. Linearno razvijanje lahko poteka v različnih vrstah kromatografskih 
kadi, kot so normalna kad, kad s prekatom, VARIO kad, avtomatska kad za razvijanje 
(Automatic Developing Chamber 2, ADC 2) in horizontalna kad (sendvič ali tank 
konfiguracija). Pri tem zaradi kapilarnih sil topilo za razvijanje potuje po plasti sorbenta. 
V primeru uporabe posebnih naprav, pa lahko topilo potuje zaradi drugih sil, kot sta 
centrifugalna sila pri rotacijski planarni kromatografiji in tlak pri planarni kromatografiji 
z nadpritiskom (angl. overpressured-layer chromatography, OPLC) [28, 34]. Na 
razvijanje poleg sorbenta in topila za razvijanje vpliva tudi plinska faza. Zato glede na 
nasičenost plinske faze s hlapi topila za razvijanje govorimo o nenasičeni in nasičeni 
kromatografski kadi. Nasičenje dosežemo z obložitvijo sten kadi s filtrirnim papirjem, ki 
stoji v topilu za razvijanje, s čimer zagotovimo bolj kontrolirane pogoje in s tem bolj 
ponovljive RF [28]. Razvijanje je lahko enodimenzionalno ali dvodimenzionalno (2D), 
enkratno ali večkratno (do iste razdalje ali do različnih razdalj). 
1.4.4 Denzitometrično vrednotenje 
Denzitometer omogoča merjenje difuzno odbite svetlobe s kromatografske plošče. Pri 
tem osvetljena kromatografska plošča drsi pod režo fotopomnoževalke, ki zaznava 
intenziteto odbite svetlobe. Površino, na kateri merimo odziv, določimo z obliko 
vpadnega žarka, ki ga definiramo z izborom širine in dolžine reže. Sprememba signala je 
posledica razlik v absorpcijskih koeficientih analita v kromatografski lisi in sorbenta brez 
analita. Kot izvor svetlobe so v denzitometru žarnice, ki skupaj pokrivajo območje 
valovnih dolžin od 190 do 800 nm. Volframova žarnica je izvor svetlobe za Vis območje, 
devterijeva za UV območje in živosrebrna (značilne spektralne črte) za UV območje in 
za vzbujanje fluorescence. Valovno dolžino izbiramo z monokromatorjem ali s filtri. Po 
snemanju denzitogramov izvedemo integracijo kromatografskih vrhov, s katero določimo 
bazno linijo in izračunamo ploščino ter višino kromatografskih vrhov [28]. 
 




1.5 Masna spektrometrija 
Masna spektrometrija (angl. mass spectrometry, MS) je mikroanalizna tehnika, ki jo 
lahko uporabimo selektivno za detekcijo in določitev koncentracije analita [35]. 
Uporablja se tudi za določitev elementne ali molekularne sestave analita. Pri masni 
spektrometriji v plinski fazi merimo ione, ki smo jih dobili z ionizacijo molekul analita. 
Posebnost masne spektrometrije je možnost določitve molekulske mase analita in 
produkcije ter detekcije fragmentov molekul, iz katerih lahko določimo strukturo 
molekule. Na enoto količine analita nam da masna spektrometrija več podatkov o 
strukturi kot katerakoli druga analizna tehnika [35]. 
1.5.1 Masni spektrometer 
V masnem spektrometru (MS) se ioni v plinski fazi ločijo glede na kvociente med maso 
in nabojem ionov (m/z). Molekularni ion ima liho število elektronov in nastane iz 
molekule, ki je sprejela ali oddala elektron. Fragmentni ion nastane z razpadom drugega 
iona (molekularnega iona, protonirane molekule ali deprotonirane molekule). Nastanejo 
z razpadom vezi in imajo manjšo maso kot ion iz katerega nastanejo, lahko pa imajo večjo 
m/z vrednost, če ima fragmentni ion manj nabojev kot prekurzor. 
Masni spektrometer (slika 4) sestavljajo: dovodni sistem, ionski izvir (vir ionov v plinski 
fazi), masni analizator (loči ione po njihovih m/z vrednostih) in detektor (generira signal 
m/z vrednosti in intenzitete) ter vakuumski sistem (zagotavlja, da imajo ioni prosto pot 
(brez trkov) od ionskega izvora do detektorja in da v sistemu ni drugih molekul, le ioni).  
 
Slika 4. Shema masnega spektrometra. 
Poznamo različne načine ionizacije molekul: ionizacijo z elektroni (angl. electron impact 
ionization, EI), kemijsko ionizacijo (angl. chemical ionization, CI), ionizacijo z 
razprševanjem v električnem polju (angl. electrospray ionization, ESI), ionizacijo z 
razprševanjem pri atmosferskem tlaku (angl. atmospheric pressure chemical ionization, 
APCI), ionizacijo v matriksu z lasersko desorpcijo (angl. matrix-assisted laser 
desorption/ionization, MALDI), obstreljevanje s hitrimi atomi (angl. fast atom 
bombardment, FAB) [35]. Na voljo so tudi različni analizatorji kot so: kvadrupolni z 
ionsko pastjo (angl. quadrupole ion trap, QIT), Orbitrap in analizator na čas preleta (angl. 
time-of-flight, TOF) [35]. 




1.5.2 Ionizacija z razprševanjem v električnem polju 
Pri ionizaciji z razprševanjem v električnem polju (angl. electrospray ionization, ESI) 
raztopina analita potuje skozi majhno kapilaro tako, da je tekočina razpršena v električno 
polje in pri tem nastanejo zelo drobne kapljice. Električno polje je med odprtim koncem 
kapilare in protielektrodo. Električno polje je pomembno za razprševanje in ionizacijo. 
Odvisno od polarnosti kapilare (pozitivni in negativni način) imajo elektrosprejne 
kapljice presežek pozitivnega ali negativnega naboja. Hlapenje topila zaradi sušilnega 
plina in visok tlak zmanjšata kapljice in ob tem ostanejo nehlapni ioni koncentriranega 
analita [35]. 
1.5.3 MS spektri 
V masnem spektru (intenzitete v odvisnosti od m/z) vrhovi predstavljajo ione, ki so nastali 
v masnem spektrometru. Signal z najvišjo intenziteto je bazni signal. Ko uporabljamo 
kromatografijo skupaj z masno spektrometrijo in v masni spektrometer iz kromatografske 
kolone ali plošče eluiramo spojine, dobimo profil rekonstruiranega polnega ionskega toka 
(angl. reconstructed total ion current, RTIC). RTIC profilu rečemo RTIC kromatogram 
[35]. 
1.6 HPTLC-MS 
V literaturi so predstavljeni različni načini sklopitve (HP)TLC in MS. Toda najpogosteje 
se za on-line (HP)TLC-MS analize uporablja TLC-MS vmesnik (Camag) (slika 5). To je 
aparatura z elucijsko glavo (slika 5B), ki omogoča, da s (HP)TLC plošče eluiramo 
kromatografsko liso ali del lise v celotnem globinskem profilu do nosilca stacionarne faze 
(vse spojine, ki so pripotovale do te višine pri razvijanju plošče). Prav eluiranje v 
celotnem globinskem profilu omogoča doseganje nižjih mej zaznave kot pri  
 
Slika 5. Eluiranje s (HP)TLC plošče s Camagovom TLC-MS vmesnikom: shema glave 
TLC-MS vmesnika med elucijo s (HP)TLC plošče (A), ovalna elucijska glava 
Camagovega TLC-MS vmesnika (B) in shema eluiranja s plošče (C). 




denzitometriji. Glede na oblike kromatografskih lis, ki so posledica nanašanja v točko ali 
v črto, je potrebno izbrati elucijsko glavo s primerno obliko. V primeru okroglih 
kromatografskih lis, ki so rezultat nanašanja v točko, je najbolj primerna okrogla elucijska 
glava. Pri nanšanju v črto so kromatografske lise bolj podobne črtam oziroma 
pravokotnikom, zato je bolj primerna elucijska glava z ovalno obliko. Z uporabo eluenta, 
ki ga dovajamo s HPLC črpalko, TLC-MS vmesnik polavtomatsko ekstrahira izbrana 
področja na plošči (kromatografske lise, področje sorbenta brez nanosov - »ozadje«) in 
jih usmeri direktno v masni spektrometer kateregakoli HPLC-MS sistema. Namesto 
direktne elucije v masni spektrometer se uporablja tudi elucija v vialo, kamor lahko 
večkrat eluiramo več lis/delov iste lise pri istem RF in tako dobimo material za nadaljnje 
raziskave (npr. NMR spektroskopijo). Izpustna kapilara (dovod v MS) je opremljena s 
frito, ki preprečuje kontaminacijo masnega spektrometra z izpranimi (eluiranimi) delci 
sorbenta [36]. 
 
1.7 Analize flavan-3-olov in proantocianidinov s tankoplastno 
kromatografijo 
Glavna izziva analitike flavanolov (flavan-3-olov in proantocianidinov), ki prispevata k 
zahtevnosti kvantitativne in kvalitativne določitve teh spojin v rastlinskih materialih, 
prehranskih dopolnilih in živilih, sta kompleksna kemijska struktura (2 kiralna centra, 
številni izomeri, glikozilirani proantocianidini ali zaestreni z galno kislino) in 
pomanjkanje komercialnih standardov. Na voljo so le standardi monomerov in nekaterih 
njihovih galatov, petih dimerov (procianidinov A1, A2, B1, B2, B3) ter enega trimera 
(procianidina C1) [15, 25].  
Za kvalitativno in kvantitativno določitev flavanolov so v uporabi različne separacijske 
tehnike kot so (HP)TLC, tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (angl. high-
performance liquid chromatography, HPLC) in kapilarna elektroforeza. Najbolj pogosto 
se uporabljata HPLC in (HP)TLC. Za HPLC v kombinaciji z UV detekcijo je značilna 
slaba specifičnost metod, ker detekcija zaradi pomanjkanja kromoforjev poteka pri 
krajših valovnih dolžinah. Zato so pogoste nezaželene interference s fenolnimi kislinami, 
stilbeni in drugimi spojinami, ki so poleg flavanolov prisotne v testnih raztopinah 
rastlinskih vzorcev [25]. Takšnim interferencam se lahko izognemo s post-
kromatografsko derivatizacijo z reagenti sestavljenimi predvsem iz aldehidov in močnih 
kislin, pri čemer nastanejo močnejši kromoforji [25]. Tak pristop se pogosto uporablja pri 
analizah s (HP)TLC, medtem ko je pri analizah s HPLC izvedljiv le z uporabo posebne 
opreme [37]. 
(HP)TLC poleg hitrosti, nizke cene in fleksibilnosti odlikuje tudi možnost istočasnega 
razvijanja, detekcije, post-kormatografske derivatizacije, dokumentacije in kvantifikacije 
več vzorcev pri enakih pogojih na eni plošči. Za separacijo flavan-3-olov in 




proantocianidinov so uporabljali enodimenzionalno (HP)TLC, dvodimenzionalno 
(HP)TLC in rotacijsko planarno kromatografijo (RPC) ter različne stacionarne faze 
(silikagel, celulozo, poliamid, C18, amino ter diol) [14]. TLC se uporablja za presejalne 
analize, kontrolo postopkov frakcionacij rastlinskih ekstraktov in izolacij ter kontrolo 
kakovosti končnih izdelkov [14, 38]. Denzitometrija se uporablja za kvalitativno in 
kvantitativno [38] analizo. Analize slik (angl. image analysis) doslej še niso uporabili za 
kvantitativno analizo flavan-3-olov in proantocianidinov. Na celulozni plošči, ki je bila 
razvita v vodi, so z denzitometrijo pri 280 nm za (+)-katehin in (–)-epikatehin določili 
mejo zaznave (angl. limit of detection, LOD) 18 ng in mejo določitve (angl. limit of 
quantitation ali limit of determination, LOQ) 40 ng. Po post-kromatogafski derivatizaciji 
z reagentom s 4-dimetilaminocimetovim aldehidom (DMACA) pa so pri 655 nm določili 
LOD 0,2 ng in LOQ 0,4 ng, v primeru uporabe reagenta z vanilinom pa pri 505 nm LOD 
0,5 ng in LOQ 1 ng [39]. S post-kromatogafsko derivatizacijo se ne izboljša le 
občutljivost, ampak tudi selektivnost metod. Sklopitev (HP)TLC in MS je že bila 
uporabljena za analizo flavan-3-olov in proantocianidinov v čokoladi [25], granatnem 
jabolku [40], brinovih jagodah [40] in korenikah japonskega dresnika [14, 15]. V 
kompleksnih, še posebej neprečiščenih ekstraktih rastlinskih materialov, je bila detekcija 
z MS ključna za identifikacijo proantocianidinov [14, 15, 40]. 
 




2 Namen dela 
Japonski, češki in sahalinski dresnik so invazivne tujerodne rastlinske vrste, ki so zelo 
razširjene v Evropi in Severni Ameriki. Na to okolje imajo različne negativne učinke 
(ogrožanje biodiverzitete, uničevanje infrastrukture, ipd.), zato mnogi raziskovalci in tudi 
drugi iščejo njihov še neizkoriščen uporabni potencial. V nekaterih azijskih državah, kot 
sta na primer Kitajska in Japonska, od koder dresniki izhajajo, je že stoletja uveljavljena 
uporaba dresnikov v tradicionalni medicini za zdravljenje različnih bolezni. Na 
slovenskem tržišču je v prodaji prehransko dopolnilo s stilbenom trans-resveratrolom 
izoliranim iz korenik japonskega dresnika. Obsežna in še neizkoriščena biomasa 
invazivnih dresnikov predstavlja pomemben, a neraziskan vir novih biološko aktivnih 
spojin, kot so proantocianidini, antrakinoni in stilbeni. V sklopu diplomskega dela bomo 
proučevali fenolne spojine in sicer flavan-3-ole ter proantocianidine v listih in korenikah 
japonskega, češkega in sahalinskega dresnika. 
Predvidevamo, da so listi in korenike japonskega, češkega ter sahalinskega dresnika lahko 
potencialna surovina za izolacijo (pridobivanje) flavan-3-olov in proantocianidinov. 
Prisotnost proantocianidinov tipa B bomo potrdili s HPTLC in HPTLC-MS analizami. 
Sklepamo, da ima češki dresnik, ki je medvrstni križanec japonskega in sahalinskega 
dresnika, podoben kromatografski profil proantocianidinov kot japonski in sahalinski 
dresnik, saj je od vsake rastline podedoval določene lastnosti, kar se odraža tudi na 
njegovem kemijskem profilu. 
Pričakujemo, da bo možno na podlagi kemijskih profilov proantocianidinov razlikovati 
med listi in korenikami japonskega, češkega in sahalinskega dresnika. 
Rezultati tega eksperimentalnega dela bodo podali različne informacije, ki bodo lahko 
ključne za izbiro ustrezne surovine med proučevanimi dresniki. Ob upoštevanju 
geografsko specifične ekološke problematike bo to lahko temelj za nove trajnostno 
naravnane inovacije, obenem bodo rezultati lahko podlaga za nadaljnje proučevanje 
dresnikov in njihovih sekundarnih metabolitov. 
 




3 Eksperimentalni del 
3.1 Kemikalije 
Vsa topila, ki smo jih uporabili pri eksperimentalnem delu, so bila vsaj analitske čistosti. 
Toluen, metanojska kislina (98–100 %), klorovodikova kislina (37 %) in 
4- dimetilaminocimetov aldehid (DMACA) so bili kupljeni pri proizvajalcu Merck 
(Darmstadt, Nemčija), aceton, etanol in acetonitril pa pri proizvajalcu Sigma-Aldrich (St. 
Louis, MO, ZDA). Acetonitril in metanol (oba LC–MS čistosti) sta bila kupljena pri 
proizvajalcu Fluka (Buchs, Švica). Standard procianidina B2 je bil kupljen pri 
Extrasynthèse (Genay Cedex, Francija), standard (–)-epikatehina pa pri Sigma-Aldrich. 
Ultra čisto vodo smo pripravili s sistemom za pripravo ultra čiste vode Milli-Q (18 MΩ 
cm) proizvajalca Millipore (Bedford, MA, ZDA). 
 
3.2 Rastlinski material 
Rastlinski material vrst japonski dresnik (Fallopia japonica Houtt.), sahalinski dresnik 
(Fallopia sachalinensis F. Schmidt) in češki dresnik (Fallopia × bohemica (Chrtek & 
Chrtkova) J.P. Bailey) so vzorčili kolegi iz Odseka za prehrambeno kemijo na Kemijskem 
inštitutu. Korenike so vzorčili aprila, liste pa v začetku septembra 2018 v Ljubljani. 
 
3.3 Naprave in sistemi 
3.3.1 Naprave 
Za pripravo testnih raztopin smo uporabili naslednje naprave: 
 Analitska tehtnica XP 205/M (Mettler Toledo, Greifensee, Švica). 
 Rastlinski material je bil liofiliziran z Micro Modulyo liofilizatorjem (IMAEdwards, 
Bologna, Italija). 
 Za mletje rastlinskega materiala je bil uporabljen Mikro-Dismembrator S (Sartorius, 
Göttingen, Nemčija).  
 Za vrtinčenje pri pripravi testnih raztopin vzorcev je bil uporabljen vibracijski 
mešalnik IKA lab dancer (Sigma-Aldrich). 
 Vzorci z majhnimi volumni (manjšimi od 1 mL) so bili centrifugirani s centrifugo 
MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, Nemčija), tisti z večjimi volumni (večjimi od 1 mL) 
pa s centrifugo Centric 322 A (Tehtnica, Železniki, Slovenija). 




3.3.2 HPTLC sistemi 
Za HPTLC analize smo uporabili naslednje Camag-ove (Muttenz, Švica) naprave (slika 
6): 
 avtomatski nanašalec Autosampler ATS4 s 25 μL brizgo (slika 6A) in polavtomatski 
nanašalec Linomat 5 s 100 μL brizgo (slika 6B), s katerima smo nanašali raztopine 
standardov in testne raztopine vzorcev na HPTLC plošče, 
 sistem za dokumentacijo in vrednotenje HPTLC kromatogramov DigiStore 2 
Documentation System (slika 6C) z naslednjimi osvetlitvami od zgoraj: 254 nm, 366 
nm in vidno svetlobo (možni še osvetlitvi od zgoraj in od spodaj ter le od spodaj), 
 denzitometer TLC Scanner 3 (slika 6D) za snemanje denzitogramov in spektrov spojin 
po razvijanju in po post-kromatografski derivatizaciji ter denzitometrično vrednotenje, 
 Immersion Device III (slika 6E), ki omogoča nadzorovano hitrost in čas potapljanja 
plošč v raztopino detekcijskega reagenta in se uporablja za post-kromatografsko 
derivatizacijo. 
 
Slika 6. Naprave uporabljene za HPTLC analize: avtomatski nanašalec Autosampler 
ATS4 (A), polavtomatski nanašalec Linomat 5 (B), sistem za dokumentacijo in 
vrednotenje HPTLC kromatogramov DigiStore 2 Documentation System (C), 
denzitometer TLC Scanner 3 za snemanje denzitogramov in spektrov spojin (D) in sistem 
za potapljanje plošč v raztopino detekcijskega reagenta (E). 
Uporabili smo Camagovo programsko opremo WinCATS (različica 1.4.9.2001), ki 
kontrolira delovanje vseh prej naštetih naprav za nanašanje, dokumentacijo 
kromatogramov, snemanje denzitogramov, integriranje in kvantitativno vrednotenje. Za 
kvantitativno vrednotenje kromatogramov na podlagi analize slik, posnetih s sistemom 
DigiStore 2, smo uporabljali Camagovo programsko opremo VideoScan TLC/HPTLC 
Evaluation Software (različica 1.02.00). 




Za HPTLC in HPTLC-MS/MS analize smo uporabili naslednje plošče z 0,20 mm debelo 
plastjo stacionarne faze na steklenem nosilcu, ki jih je podarilo podjetje Merck: 
 HPTLC silikagel 60 (št. izdelka 1.05641), 20 cm × 10 cm, 
 HPTLC silikagel 60 diol F254S (št. izdelka 1.05636), 20 cm × 10 cm. 
HPTLC plošče smo razvijali v Camagovih kadeh s prekatom, pri čemer smo za HPTLC 
silikagelne plošče uporabljali kad za plošče z dimenzijami 20 cm × 10 cm, za HPTLC 
diolne F254S plošče pa kad za plošče z dimenzijami 10 cm × 10 cm. 
 
3.3.3 HPTLC-MS sistemi 
Za HPTLC-MS analize smo uporabili: 
 TLC-MS vmesnik: TLC-MS interface (slika 7A; Camag) z ovalno elucijsko glavo 
dimenzij 4 mm × 2 mm (slika 5B), 
 kvarterno črpalko Accela Pump, ki je del sistema Accela 1250 (slika 7B; Thermo 
Fisher Scientific, ZDA) za tekočinsko kromatografijo ultra visoke ločljivosti (angl. 
ultra-high-performance liquid chromatography, UHPLC), 
 masni spektrometer LTQ Velos (slika 7C; Thermo Fisher Scientific), v katerem je 
analizator linearna ionska past z dvojnim območjem tlaka (angl. dual-pressure linear 
ion trap). Podatke smo zajemali in ovrednotili s programsko opremo Xcalibur 
(različica 2.1). 
 
Slika 7. Naprave, ki smo jih uporabili za HPTLC-MS analize: TLC-MS vmesnik (A) in 
kvarterna črpalka Accela Pump (UHPLC sistem Accela 1250 (B)) ter masni spektrometer 
LTQ Velos (C). 




3.4 Priprava standardnih raztopin (–)-epikatehina in procianidina B2 
Pripravili smo osnovni standardni raztopini (–)-epikatehina in procianidina B2 s 
koncentracijo 0,1 mg/mL ter delovni raztopini obeh standardov s koncentracijo 
0,01  mg/mL. Vse standardne raztopine smo pripravili v metanolu in jih hranili v temnih 
steklenih vialah za shranjevanje v zamrzovalni skrinji (-80 °C). 
 
3.5 Priprava testnih raztopin listov in korenik dresnikov 
Liste in očiščene ter oprane korenike so kolegi v Odseku za prehrambeno kemijo na 
Kemijskem inštitutu zamrznili s tekočim dušikom in jih liofilizirali 24 h pri –50 °C v 
liofilizatorju Micro Modulyo. Liofiliziran material so ponovno ohladili s tekočim 
dušikom, ga prenesli v teflonsko posodico in ga zmleli z uporabo dismembratorja Mikro-
Dismembrator S, ki je 1 min stresal posodico z vsebino pri frekvenci 1700 min-1. Zmlete 
(uprašene) materiale so hranili v zamrzovalni skrinji (-20 °C).  
Za pripravo testnih raztopin šestih rastlinskih vzorcev (50 mg/mL) smo uporabili 
liofilizirane in z mikro-dismembratorjem S uprašene liste in korenike vseh treh vrst 
dresnikov (skupno 6 vzorcev). V plastične epruvete smo zatehtali 200 mg posameznega 
rastlinskega vzorca, dodali 4 mL 70 % v/v acetona (aq) in ekstrakcijo izvedli z 
vrtinčenjem (1 min) na vibracijskem mešalniku. Nato smo ekstrakte 5 min centrifugirali 
na 4500 obratih z uporabo centrifuge Centric 322 A. Supernatante smo z uporabo brizge 
prefiltrirali skozi 0,45 µm hidrofilni poliviniliden difluoridni (PVDF) membranski filter 
(Millipore, Billerica, MA, ZDA) v temne steklene viale za shranjevanje, ki smo jih hranili 
v zamrzovalni skrinji (-20 °C). Po odtajanju smo opazili, da se na dnu viale pojavijo 
manjši delci, zato smo del raztopin prenesli v mikrocentrifugirke in jih 3 min 
centrifugirali v centrifugi MiniSpin na 13400 obratih. Supernatante smo prenesli v GC 
viale in tako dobljene testne raztopine listov in korenik dresnikov (slika 8) uporabili za 
HPTLC ter HPTLC-MS/MS analize. 
 
Slika 8. Viale s testnimi raztopinami vzorcev: korenik (A, C, E) in listov (B, D, F) 
japonskega (A, B), češkega (C, D) in sahalinskega (E, F) dresnika. 




3.6 Priprava detekcijskega reagenta DMACA 
Za pripravo detekcijskega reagenta na osnovi 4-dimetilaminocimetovega aldehida 
(DMACA) smo zatehtali 60 mg DMACA v 200 mL merilno bučko, dodali približno 150 
mL absolutnega etanola, 13 mL koncentrirane klorovodikove kisline in z etanolom 
dopolnili do oznake. Reagent DMACA smo hranili v hladilniku pri 4 °C, kjer je obstojen 
najmanj 21 dni [39]. 
3.7 HPTLC določanje flavan-3-olov in proantocianidinov 
HPTLC analize (slika 9) flavan-3-olov in proantocianidinov smo izvedli ločeno na dveh 
HPTLC silikagelnih ploščah (20 cm x 10 cm), eni za liste in drugi za korenike dresnikov.  
 
Slika 9. Shema poteka HPTLC analiz. 




Na plošči smo 8 mm od spodnjega roba in 25 mm od levega roba plošče z avtomatskim 
nanašalcem (Autosampler ATS4) v 10 mm črte nanesli 13 nanosov. Na vsako od sedmih 
mest za nanose standardov smo nanesli enake volumne obeh standardnih raztopin (0,01 
mg/mL) (–)-epikatehina in procianidina B2 in sicer 3, 4, 6, 8, 10, 12 ter 15 µL. Na 
preostalih šest mest smo nanesli (1 µL) testnih raztopin vzorcev dresnikov (50 mg/mL) 
in sicer na eno ploščo testne raztopine listov, na drugo pa testne raztopine korenik 
japonskega, češkega in sahalinskega dresnika. Na obe plošči smo vsako testno raztopino 
nanesli dvakrat tako, da je bil en nanos na levi, drugi pa na desni polovici plošče. S 
topilom za razvijanje toluen-aceton-metanojska kislina (3:6:1, v/v) [41] smo v nenasičeni 
kadi s prekatom (za plošče velikosti 20 cm x 10 cm) plošči razvili do višine 9 cm od 
spodnjega roba. Po razvijanju smo plošči 1 min sušili z vročim zrakom (s fenom). Temu 
je sledila post-kromatografska derivatizacija, ki smo jo izvedli z uporabo naprave za 
potapljanje plošč, s katero smo s hitrostjo potapljanja 20 mm s-1 vsako ploščo za 1 s 
potopili v reagent DMACA. Nato smo plošči 2 min sušili z vročim zrakom. Po razvijanju 
in tudi 10 min po post-kromatografski derivatizaciji smo plošči dokumentirali s sistemom 
DigiStore 2 pri 366 nm in pri osvetlitvi z vidno svetlobo (z zgornje in s spodnje ali samo 
s spodnje strani). Po dokumentaciji razvitih plošč smo posneli denzitograme v načinu 
absorpcija-reflektanca pri 280 nm z uporabo devterijeve žarnice, po dokumentaciji 
derivatiziranih plošč pa smo denzitograme posneli pri 655 nm z uporabo volframove 
žarnice. Ostali pogoji denzitometriranja so bili: dolžina reže 6,0 mm, širina reže 0,3 mm 
in hitrost snemanja 20 mm s-1. 
Za kvantitativno vrednotenje na podlagi analiz slik, posnetih s sistemom DigiStore 2, smo 
slike HPTLC plošč (kromatogramov) z uporabo programske opreme WinCATS (različica 
1.4.9.2001) pretvorili v drugačen format, v katerem smo lahko slike s programsko opremo 
VideoScan TLC/HPTLC Evaluation Software (različica 1.02.00) (Camag) v načinu 
absorpcija pretvorili v videodenzitograme. 
 
3.8 HPTLC–MS/MS karakterizacija flavan-3-olov in 
proantocianidinov 
HPTLC-MS/MS analize (slika 10) testnih raztopin vzorcev smo izvedli ločeno z uporabo 
metode [15] razvite v Odseku za prehrambeno kemijo na Kemijskem inštitutu. HPTLC 
diol F254S plošče smo predrazvili z acetonitrilom in jih narezali na velikost 10 cm x 10 
cm. Pred nanašanjem raztopin smo na vsaki plošči 15 mm od levega roba zarezali (a ne 
odlomili) stekleni nosilec stacionarne faze. Na posamezno ploščo smo 8 mm od 
spodnjega roba in 10 mm od levega roba plošče v 60 mm dolgo črto nanesli eno od testnih 
raztopin vzorcev (150 µL, 50 mg/mL) - listov japonskega, češkega in sahalinskega 
dresnika ali korenik češkega in sahalinskega dresnika. Za razvijanje smo uporabili 
nenasičeno kad s prekatom za plošče velikosti 10 cm x 10 cm, kot topilo za razvijanje pa 
acetonitril. Ploščo smo razvili do višine 9 cm od spodnjega roba. Po razvijanju smo ploščo 




1 min sušili z vročim zrakom (s fenom). Nato smo od večjega dela plošče odlomili levi 
15 mm del plošče in le tega za 1 s potopili v reagent DMACA ter ga nato 2 min sušili z 
vročim zrakom. S tem pristopom smo na nederivatiziranem delu plošče preprečili 
morebiten razpad analitov (zaradi segrevanja) pred detekcijo z MS. Po razvijanju in 10 
min po post-kromatografski derivatizaciji  smo ploščo (skupaj derivatizirani in 
nederivatizirani del) dokumentirali s sistemom DigiStore 2 pri 366 nm in pri osvetlitvi z 
vidno svetlobo. Dokumentaciji plošče je sledil prenos analitov z nederivatiziranega dela 
HPTLC-plošče v masni spektrometer. 
 
Slika 10. Shema poteka HPTLC-MS/MS analiz. 
Za »on-line« elucijo analitov z razvite HPTLC diol F254S plošče v masni spektrometer 
LTQ Velos smo uporabili kvarterno črpalko Accela Pump (del UHPLC sistema) in TLC-
MS vmesnik z ovalno elucijsko glavo (4 mm × 2 mm). Kot eluent smo uporabili 
acetonitril-metanol (2:1, v/v) pri pretoku 0,2 mL min-1 [14, 15, 40]. Analizator v masnem 




spektrometru LTQ Velos je linearna ionska past z dvojnim območjem tlaka. Za ionizacijo 
analitov smo uporabili ionski izvir z ionizacijo z ogrevanim razprševanjem v električnem 
polju (angl. heated electrospray ionization, HESI), pri čemer smo uporabili negativen 
način ionizacije. Temperatura grelca je bila 250 °C, medtem ko je bila temperatura MS 
kapilare 350 °C. Ostali pogoji so bili: razpršilni plin 35 a.e., pomožni plin 10 a.e., 
pometalni plin 0 a.e., napetost izvira 3,5 kV in radiofrekvenčni nivo S-leče 65 %. MS 
spektre smo zajemali v m/z območju 150–2000. Za fragmentacijo smo uporabili trkovno 
energijo 30 % in izolacijsko širino 1,0 m/z. Med TLC-MS vmesnik in ionski izvir smo 
namestili »in-line« filter (Idex, Health & Science, Oak Harbor, WA, ZDA). 
Modre lise na derivatiziranem delu plošče smo uporabili pri nameščanju elucijske glave 
TLC-MS vmesnika na vzporedna območja pri istih RF vrednostih na nederivatiziranem 
delu plošče. Ob vsaki modri lisi na derivatiziranem delu plošče smo na vzporednem 
območju pri istih RF vrednostih na nederivatiziranem delu plošče najprej izvedli eluiranje 
s plošče in prenos analitov v MS detektor za zajemanje MS spektrov, nato pa še dodatna 
eluiranja za zajemanje MS2 in MS3 spektrov. Po končanih HPTLC-MS/MS analizah smo 
ploščo dokumentirali s sistemom DigiStore 2 pri 366 nm in pri vidni svetlobi. 
Dokumentacija pri vidni svetlobi je bila potrebna za dokumentiranje povezave MS, MS2 
in MS3 spektrov s pozicijami na plošči (RF na plošči). 
 




4 Rezultati in razprava 
V diplomskem delu so predstavljeni rezultati eksperimentalnega dela, ki so lahko podlaga 
za načrtovanje uporabe treh invazivnih tujerodnih rastlinskih vrst iz rodu dresnikov kot 
trajnostne surovine za različne izdelke, saj izvedena karakterizacija ponuja pregledno 
primerjavo teh treh rastlinskih vrst. Delo je bilo razdeljeno na dva dela. V prvem delu 
smo na osnovi kemijskih profilov proantocianidinov, ki smo jih pridobili s HPTLC 
analizami, izvedli naslednje primerjave: 1) testnih raztopin korenik japonskega, češkega 
in sahalinskega dresnika; 2) testnih raztopin listov japonskega, češkega in sahalinskega 
dresnika; 3) testnih raztopin korenik in listov posamezne vrste dresnika. Vsem trem 
dresnikom (japonskemu, češkemu in sahalinskemu) smo v testnih raztopinah njihovih 
listov in korenik določili celokupno vsebnost flavan-3-olov (monomerov) preračunano na 
standard (–)-epikatehina in celokupno vsebnost dimerov preračunano na standard 
procianidina B2. Poleg tega smo na osnovi celokupnih ploščin za proantocianidine 
ocenili, katera testna raztopina vsebuje največ proantocianidinov. V drugem delu smo z 
uporabo tankoplastne kromatografije sklopljene z masno spektrometrijo (HPTLC-MS) 
identificirali proantocianidine v testnih raztopinah listov japonskega, češkega in 
sahalinskega dresnika ter v testnih raztopinah korenik češkega in sahalinskega dresnika. 
Pregled metod, ki smo jih za vse našteto uporabili je prikazan na sliki 11. 
 
Slika 11. Pregled metod, ki so bile uporabljene za analize flavan-3-olov in 
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4.1 HPTLC določanje flavan-3-olov in proantocianidinov 
V Odseku za prehrambeno kemijo Kemijskega inštituta so v korenikah japonskega 
dresnika že določali flavan-3-ole in proantocianide [14], za kar so uporabili HPTLC 
metodo, pri kateri ločba poteka na silikagelni stacionarni fazi z uporabo topila za 
razvijanje toluen-aceton-metanojska kislina (3:6:1, v/v) [41]. S post-kromatografsko 
derivatizacijo z reagentom DMACA [39], ki je precej specifičen za flavanole 
(flavan- 3- ole, proantocianidine), so te analite pri vidni svetlobi detektirali kot modro 
obarvane lise. Na osnovi tako obarvanih lis so z on-line sklopitvijo HPTLC-MS dokazali, 
da ta HPTLC metoda omogoča ločbo proantocianidinov po stopnji polimerizacije [14]. V 
okviru diplomskega dela smo to HPTLC metodo uporabili za pridobitev kemijskih 
profilov proantocianidinov v testnih raztopinah listov in korenik japonskega, češkega in 
sahalinskega dresnika. 
Testne raztopine korenik vseh dresnikov so bile rumenorjave, testne raztopine vseh listov 
pa zelene (slika 8). Zaradi številnih spojin, ki so zaradi fiziologije rastlin lahko prisotne 
v rastlinskih materialih, smo predvidevali, da ekstrakcija s 70 % v/v acetona (aq), ki je 
priporočeno topilo za ekstrakcijo proantocianidinov, ne bo specifična. Zato smo razvite 
HPTLC plošče dokumentirali pri različnih osvetlitvah (slika 12), kar nam je omogočilo 
detekcijo kromatografskih lis z analiti, ki absorbirajo svetlobo v vidnem delu spektra in 
tudi detekcijo kromatografskih lis z analiti, ki fluorescirajo pri 366 nm. Pri enakih pogojih 
smo dokumentirali tudi HPTLC plošče po post-kromatografski derivatizaciji z reagentom 
DMACA. Tako smo na razvitih ploščah pri 366 nm v kromatogramih vseh testnih 
raztopin korenik (slika 12A) zaznali dve rumeni lisi (RF: 0,95, 0,96), več rjavih lis (RF: 
0,59, 0,74, 0,80) in več svetlo modrih lis (RF: 0,0, 0,43, 0,47, 0,51, 0,54, 0,87). Dodatno 
rjavo liso (RF: 0,36) in dodatne svetlo modre lise (RF: 0,15, 0,28, 0,32) smo zaznali v 
kromatogramih testnih raztopin korenik japonskega in češkega dresnika, pri čemer so bile 
lise za japonski dresnik bolj intenzivne. Nekatere od teh lis so sicer na sliki 12 slabo 
vidne, a smo jih opazili po ojačitvi kontrasta s programom WinCATS. V kromatogramih, 
posnetih pri osvetlitvi z vidno svetlobo, smo zaznali le rjave lise na mestih nanosov, po 
ojačitvi kontrasta pa še rumeni lisi (RF: 0,66, 0,95) (slika 12B). Po derivatizaciji z 
reagentom DMACA smo pri 366 nm (slika 12C) zaznali spremembe barv lis, ki so bile 
pred derivatizacijo rjave. Spremenila se je tudi barva lis na mestu nanosov testnih raztopin 
korenik. Nekatere pred derivatizacijo svetlo modre lise niso bile več vidne, ostali pa sta 
najbolj intenzivni lisi (RF: 0,47, 0,51). Po derivatizaciji smo pri 366 nm v kromatogramih 
standardov zaznali tudi vijoličaste lise za standarda (–)-epikatehin (RF: 0,83) in 
procianidin B2 (RF: 0,64). Po derivatizaciji smo pri vidni svetlobi (slika 12D) opazili 
rumeni lisi (RF: 0,66, 0,95) in večje število modrih lis za flavan-3-ole in proantocianidine 
v območju od mesta nanosov do lis za monomere (standard (– )- epikatehina; RF: 0,83) in 
sicer pri RF vrednostih 0,05, 0,11, 0,17, 0,21, 0,26, 0,31, 0,37, 0,47, 0,55, 0,71, 0,77 in 
0,83. Poleg teh pa smo zaznali še dodatno modro liso za japonski in sahalinski dresnik 
(RF: 0,70) ter dodatno rumeno liso za japonski dresnik  (RF: 0,73). 





Slika 12. HPTLC kromatogrami testnih raztopin (1 μL, 50 mg/mL) korenik (A, B, C, D) 
in listov (E, F, G, H) japonskega (2. in 8. trak), češkega (4. in 10. trak) in sahalinskega 
dresnika (6. in 12. trak) ter standardnih raztopin (–)-epikatehina (EC) in procianidina B2 
(B2). HPTLC silikagelni plošči smo razvili s topilom toluen-aceton-metanojska kislina 
(3:6:1, v/v) in ju dokumentirali pred (A, B, E, F) in po derivatizaciji z reagentom 
DMACA (C, D, G, H) pri 366 nm (A, C, E, G) in pri vidni svetlobi (B, D, F, H). Trakovi 
standardov EC in B2: 1. 30 ng; 3. 40 ng; 5. 60 ng; 7. 80 ng; 9. 100 ng; 11. 120 ng; 13. 
150 ng. 
Na razvitih ploščah smo v kromatogramih vseh testnih raztopin listov pri 366 nm (slika 
12E) na fronti zaznali značilno rdečo liso za klorofil in svetlo modre lise (RF: 0,0, 0,43, 
0,50), pri vidni svetlobi (slika 12F) pa smo poleg zelene lise za klorofil na fronti zaznali 
še rumene lise (RF: 0,93 - vse testne raztopine, RF: 0,68 - japonski in češki dresnik, 
RF: 0,40 - sahalinski dresnik). Po derivatizaciji z reagentom DMACA je pri 366 nm ostala 
vidna le rdeča lisa klorofila (slika 12G). Pri vidni svetlobi (slika 12H) pa smo poleg zelene 



























































lise za klorofil na fronti in rumenih lis (RF: 0,68, 0,99) opazili večje število modrih lis za 
flavan-3-ole in proantocianidine v območju od mesta nanosov (RF: 0,0) do lis za 
monomere (standard (–)-epikatehina; RF: 0,84) in sicer pri RF vrednostih 0,05, 0,11, 0,17, 
0,21, 0,26, 0,32, 0,38, 0,48, 0,64 in 0,84. Poleg teh pa smo zaznali še dodatne modre lise 
za sahalinski dresnik (RF: 0,56, 0,72, 0,78). Po derivatizaciji z reagentom DMACA smo 
pri vidni svetlobi v kromatogramih testnih raztopin korenik japonskega in sahalinskega 
dresnika na osnovi vizualne ocene določili enako število modrih lis za proantocianidine, 
ki so bile za japonski dresnik pri vseh RF vrednostih bolj intenzivne (slika 12D). V 
primeru češkega dresnika pa je bilo modrih lis za proantocianidine manj (manjka lisa pri 
RF: 0,71) in so bile pri vseh RF vrednostih manj intenzivne (slika 12D). Pri enakih pogojih 
smo pri primerjavi kromatogramov testnih raztopin listov največ in najbolj intenzivne 
modre lise za proantocianidine opazili v kromatogramih sahalinskega dresnika, najmanj 
intenzivne lise pa pri češkem dresniku (slika 12H). Ugotovili smo, da se število modrih 
lis in njihove RF vrednosti v kromatogramih testnih raztopin korenik in listov 
sahalinskega dresnika ujemajo. V kromatogramih testnih raztopin vseh korenik in listov 
smo z vizualnim vrednotenjem potrdili prisotnost monomerov (RF enak kot za standard 
(–)-epikatehina) in dimerov procianidinov (RF enak kot za standard procianidina). 
 
4.2 Kromatografsko profiliranje proantocianidinov z denzitometrijo 
in analizo slik 
Kromatografsko profiliranje (angl. chromatographic fingerprinting) rastlinskega 
materiala se pogosto uporablja kot eden od ključnih pristopov v nadzoru kakovosti 
zdravilnih rastlin in rastlinskih materialov, ki se uporabljajo za izdelavo prehranskih 
dopolnil. V Smernicah za oceno zeliščnih zdravil Svetovne zdravstvene organizacije iz 
leta 1991 so kromatografsko profiliranje predlagali za identifikacijo značilnih spojin ali 
zmesi spojin pri zagotavljanju kakovosti rastlinskih pripravkov [42]. Poleg tega od leta 
2004 Kitajska državna uprava za hrano in zdravila zahteva standardizacijo s 
kromatografskim profiliranjem za vse raztopine za injiciranje, ki vsebujejo rastlinske 
izvlečke [43]. Kromatografsko profiliranje materialov se pogosto uporablja kot eden 
ključnih pristopov v nadzoru kakovosti zdravilnih rastlin in rastlinskih materialov, ki se 
uporabljajo za proizvodnjo prehranskih dopolnil in drugih pripravkov iz zdravilnih 
rastlin. Kromatografsko profiliranje se v kombinaciji z različnimi kemometrijskimi 
metodami uporablja tudi za preverjanje avtentičnosti propolisa [44] in pri raziskavah 
rastlinskih materialov [45]. 
Kromatografsko profiliranje proantocianidinov z denzitometrijo smo izvedli pred in po 
post-kromatografski derivatizaciji z reagentom DMACA. Kromatografsko profiliranje 
proantocianidinov z analizo slik (angl. image analysis) pa smo zaradi tehničnih omejitev 
dokumentacijskega sistema DigiStore 2, ki v UV spektralnem območju omogoča le 




osvetlitev pri 366 nm in 254 nm, izvedli samo po derivatizaciji z reagentom DMACA v 
vidnem delu spektra. 
Kromatografske profile proantocianidinov v testnih raztopinah korenik in listov 
japonskega, češkega in sahalinskega dresnika smo najprej pridobili tako, da smo z 
denzitometrom posneli denzitograme na HPTLC silikagelnih ploščah po razvijanju (slika 
12A in slika 12E) in nato še po post-kromatografski derivatizaciji z reagentom DMACA 
(slika 12D in slika 12H). V obeh primerih smo snemanje izvedli v načinu 
absorpcija- reflektanca, a pri različnih valovnih dolžinah in sicer 280 nm za plošči po 
razvijanju (slika 13A in slika 14A) in 655 nm za plošči po derivatizaciji (slika 13B in 
slika 14B). Ti dve valovni dolžini smo izbrali zaradi absorpcijskega maksimuma 
proantocianidinov pri 280 nm in absorpcijskega maksimuma (655 nm) derivatov, ki 
nastanejo po derivatizaciji proantocianidinov z reagentom DMACA.  
 
Slika 13. HPTLC-denzitometrična analiza testnih raztopin korenik (1 μL, 50 mg/mL) 
japonskega (JD), sahalinskega (SD) in češkega dresnika (ČD) ter standardnih raztopin 
(STD, 40 ng) (–)-epikatehina (EC) in procianidina B2 (B2). HPTLC silikagelno ploščo 
smo razvili s topilom za razvijanje toluen-aceton-metanojska kislina (3:6:1, v/v) in 
posneli denzitograme v načinu absorpcija-reflektanca pri valovni dolžini 280 nm pred 
derivatizacijo (A) in pri valovni dolžini 655 nm po derivatizaciji z reagentom DMACA 
(B). 
Iz denzitogramov standardov (–)-epikatehina in procianidina B2 je razvidno, da 
derivatizacija z reagentom DMACA znatno poveča občutljivost HPTLC metode, kar se 
kaže v znatnem povečanju vrhov obeh standardov po derivatizaciji (slika 13B in slika 
14B). Tudi na denzitogramih testnih raztopin dresnikov so se po derivatizaciji povečali 
vrhovi denzitogramov pri istih RF za monomere in dimere tipa B proantocianidinov. Iz 
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slike 13B in slike 14B je razvidno, da japonski, češki in sahalinski dresnik v korenikah in 
listih vsebujejo monomere in dimere proantocianidinov tipa B, saj sta se v denzitogramih 
vseh testnih raztopin dresnikov pojavila vrhova pri istih RF vrednostih, kjer sta vrhova 
standardov (–)-epikatehina in procianidina B2. Razlike v kromatografskih profilih, 
posnetih na istih ploščah po razvijanju in po derivatizaciji za testne raztopine korenik 
(slika 13A in slika 13B) in za testne raztopine listov (slika 14A in slika 14B), so 
precejšnje. To je posledica dejstva, da pri valovni dolžini 280 nm poleg flavan-3-olov in 
proantocianidinov absorbirajo svetlobo tudi spojine iz drugih skupin (npr. fenolne kisline, 
flavonoidi), ki so prisotne v testnih raztopinah dresnikov in ne le flavan-3-oli in 
proantocianidini. Zato so vidni tudi vrhovi pri drugih RF. 
 
Slika 14. HPTLC-denzitometrična analiza testnih raztopin listov (1 μL, 50 mg/mL) 
japonskega (JD), sahalinskega (SD) in češkega dresnika (ČD) ter standardnih raztopin 
(STD, 40 ng) (–)-epikatehina (EC) in procianidina B2 (B2). HPTLC silikagelno ploščo 
smo razvili s topilom za razvijanje toluen-aceton-metanojska kislina (3:6:1, v/v) in 
posneli denzitograme v načinu absorpcija-reflektanca pri valovni dolžini 280 nm pred 
derivatizacijo (A) in pri valovni dolžini 655 nm po derivatizaciji z reagentom DMACA 
(B). 
Za kromatografsko profiliranje proantocianidinov z analizo slik, posnetih po 
derivatizaciji z uporabo dokumentacijskega sistema DigiStore 2 pri vidni svetlobi, smo 
slike HPTLC plošč (kromatogramov) z uporabo programske opreme WinCATS pretvorili 
v drug format, v katerem smo lahko s programsko opremo VideoScan TLC/HPTLC 
Evaluation Software v načinu absorpcija slike pretvorili v videodenzitograme (slika 15). 
Omejitev bolj poenotene predstavitve rezultatov (slika 16 in slika 17) nam je postavila 
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tudi programska oprema VideoScan TLC/HPTLC Evaluation Software, ki žal ne 
omogoča poenotenja skal na ordinatni osi profilov videodenzitogramov. 
 
Slika 15. Prikaz uporabe programske opreme VideoScan TLC/HPTLC Evaluation 
Software za pretvorbo kromatograma testne raztopine listov sahalinskega dresnika (12. 
trak) v videodenzitogram in integracija videodenzitograma s HPTLC silikagelne plošče 
razvite s topilom za razvijanje toluen-aceton-metanojska kislina (3:6:1, v/v) po 
derivatizaciji z reagentom DMACA. 
 
Slika 16. Primerjava profilov videodenzitogramov testnih raztopin (1 μL, 50 mg/mL) 
listov in korenik japonskega (A), češkega (B) in sahalinskega (C) dresnika z 
videodenzitogramom standardov (–)-epikatehina (EC; RF = 0,82) in procianidina B2 (B2; 
RF = 0,63) (30 ng; črtkana zelena črta). Videodenzitogrami so bili pridobljeni v načinu 
absorpcija z analizo slike HPTLC silikagelne plošče po razvijanju s topilom za razvijanje 
toluen-aceton-metanojska kislina (3:6:1, v/v) in po derivatizaciji z detekcijskim 
reagentom DMACA. Zvezdice (*) označujejo vrhove, ki so prisotni le pri korenikah 
japonskega in češkega dresnika. 
V videodenzitogramih testnih raztopin korenik in listov vseh treh dresnikov so prisotni 
vrhovi, katerih RF se ujemajo z RF vrhov standardov (–)-epikatehina in procianidina B2, 
kar potrjuje prisotnost monomerov in dimerov v vseh testnih raztopinah dresnikov (slika 
16 in slika 17). Znotraj posamezne vrste dresnika sta si najbolj podobna kromatografska 




profila testnih raztopin korenik in listov sahalinskega dresnika (slika 16C), medtem ko se 
pri japonskem (slika 16A) in češkem (slika 16B) dresniku profila testnih raztopin korenik 
in listov razlikujeta v vrhovih pri RF 0,41, 0,55 in 0,75, ki so prisotni le pri korenikah 
(slika 16A in slika 16B), kar se ujema tudi z denzitogrami posnetimi pri valovni dolžini 
655 nm (slika 13B in slika 14B). Pri RF standardov (–)-epikatehina in procianidina B2 se 
višine vrhov za korenike in liste najmanj razlikujejo pri sahalinskem dresniku (slika 16C), 
najbolj pa pri japonskem dresniku, pri čemer so pri korenikah bistveno večje kot pri listih 
(slika 16A). Pri češkem dresniku pa gre za manj izrazite razlike v višinah vrhov pri teh 
RF, pri čemer je pri RF standarda (–)-epikatehina vrh pri korenikah višji od vrha pri listih, 
pri RF standarda procianidina B2 pa je vrh pri listih višji od vrha pri korenikah (slika 
16B). 
Videodenzitograma testnih raztopin korenik japonskega in češkega dresnika imata enak 
kvalitativni profil proantocianidinov, v katerem je tudi vrh pri RF 0,41, ki ni prisoten v 
profilu korenik sahalinskega dresnika (slika 17A). Pri vseh RF so vrhovi korenik 
japonskega dresnika višji od vrhov korenik češkega in sahalinskega dresnika (slika 17A). 
Tudi videodenzitograma testnih raztopin listov japonskega in češkega dresnika imata 
enak kvalitativni profil, medtem ko so v profilu za sahalinski dresnik prisotni trije dodatni 
vrhovi pri RF 0,56, 0,71 in 0,76 (slika 17B). 
 
Slika 17. Primerjava profilov videodenzitogramov testnih raztopin (1 μL, 50 mg/mL) 
korenik (A) in listov (B) japonskega, češkega in sahalinskega dresnika z 
videodenzitogramom standardov (–)-epikatehina (EC; RF = 0,82) in procianidina B2 (B2; 
RF = 0,63) (30 ng; črtkana zelena črta). Videodenzitogrami so bili pridobljenih v načinu 
absorpcija z analizo slike HPTLC silikagelne plošče po razvijanju s topilom za razvijanje 
toluen-aceton-metanojska kislina (3:6:1, v/v) in po derivatizaciji z reagentom DMACA. 
Zvezdice (*) označujejo vrhove, ki so specifični za korenike japonskega in češkega 
dresnika ter liste sahalinskega dresnika. 




4.3 Kvantitativno določanje proantocianidinov 
Zanimalo nas je, kakšne so razlike v vsebnosti monomerov in dimerov v korenikah in 
listih vseh treh vrst dresnikov in v katerem od teh vzorcev je celokupna vsebnost 
proantocianidinov najvišja. Kvantitativno določanje proantocianidinov smo izvedli z 
uporabo analize slik HPTLC plošč. Analize testnih raztopin korenik (slika 18) in testnih 
raztopin listov (slika 19) dresnikov smo izvedli na dveh ločenih HPTLC silikagelnih 
ploščah, na katerih so bili tudi nanosi standardov (–)-epikatehina in procianidina B2 (30, 
40, 60, 80, 100, 120 in 150 ng na plošči). Videodenzitograme smo integrirali z uporabo 
programske opreme VideoScan TLC/HPTLC Evaluation Software (slika 15). Z uporabo 
ploščin vrhov smo za posamezni standard za vsako ploščo izračunali umeritveni krivulji 
(premici) za (–)-epikatehin (slika 20) in procianidin B2 (slika 21). V skladu z uveljavljeno 
prakso pri kvantitativnih HPTLC analizah, to je z uporabo tehnike parov (angl. data-pair 
technique), smo izračunali srednjo vrednost ploščin dveh enakih nanosov vsake 
posamezne testne raztopine z leve in desne polovice plošče, s čimer se zmanjša vpliv 
neenakosti sloja stacionarne faze [46]. Z uporabo enačb umeritvenih krivulj za 
(– )- epikatehin (slika 20) smo izračunali vsebnosti monomerov (flavan-3-olov in njihovih 
galatov) v listih in korenikah japonskega, češkega in sahalinskega dresnika (preglednica 
1). 
 
Slika 18. HPTLC kromatogrami za kvantitativno določanje proantocianidinov v testnih 
raztopinah korenik (1 μL, 50 mg/mL) japonskega (2. in 8. trak), češkega (4. in 10. trak) 
in sahalinskega (6. in 12. trak) dresnika ter standardnih raztopin (–)-epikatehina in 
procianidina B2. HPTLC silikagelno ploščo smo razvili s topilom za razvijanje toluen-
aceton-metanojska kislina (3:6:1, v/v) in jo dokumentirali po derivatizaciji z reagentom 
DMACA pri vidni svetlobi. Trakovi standardov (–)-epikatehina (RF = 0,82) in 
procianidina B2 (RF = 0,63): 1. 30 ng; 3. 40 ng; 5. 60 ng; 7. 80 ng; 9. 100 ng; 11. 120 ng; 
13. 150 ng. 
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Z uporabo enačb umeritvenih krivulj za procianidin B2 (slika 21) smo izračunali 
vsebnosti dimerov procianidinov tipa B v listih in korenikah japonskega, češkega in 
sahalinskega dresnika (preglednica 2). Vsebnost monomerov in dimerov preračunano 
glede na (–)-epikatehin in procianidin B2 smo nato preračunali na vsebnost v suhem 
materialu, torej liofiliziranem rastlinskem materialu, iz katerega smo naredili ekstrakcijo. 
Kot je razvidno iz preglednice 1 in preglednice 2, je vsebnost monomerov in dimerov 
najvišja v korenikah japonskega dresnika (preglednica 1) in najnižja v listih japonskega 
dresnika (preglednica 2). V listih ima najvišjo vsebnost monomerov in dimerov sahalinski 
dresnik, najmanjšo pa japonski dresnik. 
 
 
Slika 19. HPTLC kromatogrami za kvantitativno določanje proantocianidinov v testnih 
raztopinah listov (1 μL, 50 mg/mL) japonskega (2. in 8. trak), češkega (4. in 10. trak) in 
sahalinskega (6. in 12. trak) dresnika ter standardnih raztopin (–)-epikatehina in 
procianidina B2. HPTLC silikagelno ploščo smo razvili s topilom za razvijanje toluen-
aceton-metanojska kislina (3:6:1, v/v) in jo dokumentirali po derivatizaciji z reagentom 
DMACA pri vidni svetlobi. Trakovi standardov (–)-epikatehina (RF = 0,82) in 
procianidina B2 (RF = 0,63): 1. 30 ng; 3. 40 ng; 5. 60 ng; 7. 80 ng; 9. 100 ng; 11. 120 ng; 
13. 150 ng. 
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Slika 20. Umeritveni krivulji za (–)-epikatehin pridobljeni na osnovi analiz slik dveh 
HPTLC silikagelnih plošč: plošče za analize testnih raztopin korenik (slika 18) in plošče 
za analize testnih raztopin listov (slika 19) dresnikov. 
 
 
Slika 21. Umeritveni krivulji za procianidin B2, pridobljeni na osnovi analiz slik dveh 
HPTLC silikagelnih plošč: plošče za analize testnih raztopin korenik (slika 18) in plošče 
za analize testnih raztopin listov (slika 19) dresnikov. 
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Preglednica 1. Vsebnost monomerov v listih in korenikah japonskega, češkega in 
sahalinskega dresnika preračunana na maso suhega materiala in podana glede na 
(– )- epikatehin. 
Rastlinski del Dresnik 
Koncentracija monomerov 
mg/100 g suhega materiala kg/t suhega materiala 
Listi 
Japonski 84 0,84 
Češki 139 1,39 
Sahalinski 236 2,36 
Korenike 
Japonski 299 2,99 
Češki 152 1,52 
Sahalinski 236 2,36 
 
V korenikah je najvišja vsebnost monomerov in dimerov v japonskem in najmanjša v 
češkem dresniku. Naši rezultati za vsebnosti monomerov in dimerov v listih in korenikah 
japonskega in sahalinskega dresnika se v nekaterih primerih ujemajo z objavljenimi [47], 
večinoma pa so vsebnosti, ki smo jih določili, nižje od objavljenih [11, 12]. Velike so tudi 
razlike med vsebnostmi, ki so jih isti avtorji določili z uporabo iste metodologije 
(ekstrakcije, separacije,…) [11, 12], iz česar lahko sklepamo, da gre za razlike v 
rastlinskih materialih, ki so lahko posledica različnih rastišč, klimatskih pogojev in še 
mnogih drugih dejavnikov, ki vplivajo na biosintezo teh sekundarnih metabolitov. 
 
Preglednica 2. Vsebnost dimerov v listih in korenikah japonskega, češkega in 
sahalinskega dresnika preračunana na maso suhega materiala in podana glede na 
procianidin B2. 
Rastlinski del Dresnik 
Koncentracija dimerov 
mg/100 g suhega materiala kg/t suhega materiala 
Listi 
Japonski 99 0,99 
Češki 140 1,40 
Sahalinski 206 2,06 
Korenike 
Japonski 281 2,81 
Češki 109 1,09 
Sahalinski 217 2,17 
 
V nasprotju z objavami [11, 12], smo najvišjo vsebnost monomerov in dimerov v primeru 
listov določili v listih sahalinskega in ne japonskega dresnika. V primeru korenik pa smo 
najvišjo vsebnost monomerov in dimerov določili v korenikah japonskega dresnika in ne 
v korenikah sahalinskega dresnika, kar se ujema z eno objavljeno raziskavo [11], ki pa se 
ne ujema z drugo objavljeno raziskavo [12] istih avtorjev. V vzorcih korenik japonskega 




dresnika so določili od 118 do 215 mg katehina/100 g suhe snovi in od 212 do 265 mg 
epikatehina/100 g suhe snovi. Glede na to, da sta oba monomera, so torej določili od 330 
do 480 mg monomerov/100 g suhe snovi, pri čemer so ekstrakcijo z ultrazvokom izvedli 
z uporabo 50 % metanola in nato analize izvedli s HPLC metodo [47]. Drugi avtorji so v 
100 g suhega materiala za japonski dresnik določili 474 mg monomerov (145 mg 
(+)- katehina, 329 mg (–)-epikatehina) v listih in 82 mg monomerov (8 mg (+)-katehina, 
74 mg (–)-epikatehina) v korenikah, za sahalinski dresnik pa so v listih določili 448 mg 
monomerov (110 mg (+)-katehina, 329 mg (–)-epikatehina), v korenikah pa 189 mg 
monomerov (21 mg (+)-katehina, 168 mg (–)-epikatehina) [12]. Določili so tudi vsebnosti 
dimerov tipa B, pri čemer so v listih obeh vrst določili tri dimere, v korenikah pa le dva 
diemera. V 100 g suhega materiala so določili naslednje vsebnosti dimerov: 1250 mg v 
listih in 182 mg v korenikah japonskega dresnika; 1124 mg v listih in 205 mg v korenikah 
sahalinskega dresnika [12]. Isti avtorji so v drugi študiji v 100 g suhega materiala določili 
naslednje vsebnosti dimerov: 320 mg monomerov in 520 mg dimerov v listih ter 360 mg 
monomerov in 970 mg dimerov v korenikah japonskega dresnika; 270 mg monomerov in 
450 mg dimerov v listih in 840 mg monomerov in 730 mg dimerov v korenikah 
sahalinskega dresnika [11]. 
Naša primerjava celokupnih ploščin vrhov, ki je prikazana na sliki 22, je pokazala, da je 
najvišja vsebnost proantocianidinov v korenikah japonskega dresnika in najnižja v listih 
japonskega dresnika. Med listi vseh treh vrst dresnikov je najvišja vsebnost 
proantocianidinov v listih sahalinskega dresnika.  
 
Slika 22. Primerjava testnih raztopin listov in korenik japonskega (JD), češkega (ČD) in 
sahalinskega (SD) dresnika glede na srednjo vrednost (n=2) celokupnih ploščin vrhov 
proantocianidinov (modre lise v kromatogramih) izračunanih iz videodenzitogramov 
dveh nanosov iste testne raztopine. Videodenzitogrami so bili pridobljenih v načinu 
absorpcija z analizo slik HPTLC silikagelnih plošč (sliki 18 in 19) po razvijanju s topilom 
za razvijanje toluen-aceton-metanojska kislina (3:6:1, v/v) in po derivatizaciji z 
reagentom DMACA. 




Glede na to, da je veliko lažje nabrati liste kot izkopati korenike, so lažje dostopni vir 
proantocianidinov listi sahalinskega dresnika, vendar pa je v slovenskem prostoru 
japonski dresnik veliko bolj razširjen kot sahalinski [5].  
 
4.4 HPTLC–MS/MS karakterizacija flavan-3-olov in 
proantocianidinov 
V korenikah japonskega dresnika so že določili proantocianidine od monomerov do 
dekamerov (procianidinov tipa B) z uporabo HPTLC-MS, pri čemer so uporabili različne 
stacionarne faze [14, 15]. Na silikagelnih ploščah so s HPTLC-MS metodami, pri katerih 
so kot topilo za razvijanje uporabili tudi zmes toluen-aceton-metanojska kislina (3:6:1, 
v/v) analizirali proantocianidine, a je bilo v izogib težavam z visokim ozadjem v MS 
spektrih potrebno dvakratno predrazvijanje plošč (1. metanol–metanojska kislina (10:1, 
v/v) 2. acetonitril-metanol (2:1, v/v)) [14]. Pri uporabi HPTLC plošč z diolno F254S 
stacionarno fazo in ob uporabi enakega topila za razvijanje pa predrazvijanje ni bilo 
potrebno [15]. Vendar so nadaljnje študije pokazale, da lahko z uporabo acetonitrila kot 
topila za razvijanje na HPTLC diolni F254S plošči dobimo boljšo ločbo proantocianidinov 
po stopnji polimerizacije. Za rešitev težav z ozadjem, ki so posebej izrazite pri RF za 
monomere in monomer galate (RF = 0,8), diolno F254S ploščo enkrat predrazvijemo z 
acetonitrilom, ki ga uporabimo tudi kot topilo za razvijanje [15]. 
V sklopu diplomskega dela smo s sklopitvijo HPTLC z MS v testnih raztopinah listov 
japonskega dresnika, listov in korenik češkega ter sahalinskega dresnika na ploščah 
HPTLC diol F254S identificirali proantocianidine. Ker po razvijanju lise proantocianidinov 
na plošči niso vidne, smo skrajno levi zarezani del plošče (slika 23) derivatizirali z 
reagentom DMACA in nato modro obarvane lise proantocianidinov na derivatiziranem 
delu plošče uporabili za orientacijo pri nameščanju elucijske glave TLC-MS vmesnika na 
vzporedna območja pri istih RF vrednostih na nederivatiziranem delu plošče. Ta območja 
smo nato eluirali in prenesli analite v masni spektrometer za zajemanje MS, MS2 in MS3 
spektrov (slika 24). V masnih spektrih so se pojavljali tudi drugi vrhovi z visoko 
intenziteto, ki jih nismo identificirali, saj to ni bil primarni namen naših eksperimentov. 
Na osnovi HPTLC-MS/MS analiz smo s pomočjo fragmentacije in literature identificirali 
proantocianidine (po stopnji polimerizacije) in njihove galate. Ker je merilno območje 
uporabljenega masnega spektrometra od 0 do 2000 m/z, smo proantocianidine z 
molekulsko maso večjo od 2000 Da identificirati posredno, preko njihovih dvojno ali 
trojno nabitih deprotoniranih molekulskih ionov [14]. 






Slika 23. Kromatogram posnet po delni derivatizaciji (le levega odlomljenega dela 
plošče) z reagentom DMACA pri vidni svetlobi za HPTLC-MS/MS analizo. Plošča z 
diolno F254S stacionarno fazo z nanosom testne raztopine vzorcev listov češkega dresnika. 
 
Slika 24. MS spektri pridobljeni s HPTLC–MS analizo testne raztopine listov češkega 
dresnika. Odebeljene m/z vrednosti v MS spektrih pripadajo proantocianidinom tipa B in 
njihovim galatom. HPTLC diol F254S ploščo smo predrazvili in razvili z acetonitrilom. 
 
V preglednici 3 so prikazani rezultati HPTLC-MS/MS analiz, poleg teh pa so za 
primerjavo dodani tudi že objavljeni rezultati analiz testnih raztopin korenik japonskega 
dresnika izvedenih z isto HPTLC-MS/MS metodo [15]. Iz preglednice 4 je razvidno, 
katere flavan-3-ole, proantocianidine in njihove galate smo identificirali kot prvi. 




Preglednica 3. Proantocianidini identificirani v testnih raztopinah korenik in listov 
japonskega, češkega in sahalinskega dresnika s HPTLC–MS/MS analizami na HPTLC 
diolnih F254S ploščah predrazvitih in razvitih z acetonitrilom. Za primerjavo so dodani že 
objavljeni rezultati za korenike japonskega dresnika [15]. 
 
Spojine [M-H]- [M-2H]2-/2 [M-3H]3-/3 
Korenike Listi 
JD ČD SD JD ČD SD 
Monomeri 289   [15] + + + + + 
Monomer 
galati 
441   
[15] + + + + + 
Dimeri 577   [15] + + + + + 
Dimer 
galati 
729   
[15] + + + + + 
Dimer 
digalati 
881   
[15] + + - + + 
Trimeri 865   [15] + + + + + 
Trimer 
galati 
1017   
[15] + + - - + 
Tetrameri 1153   [15] + + + + + 
Tetramer 
galati 
1305   
[15] + + - - + 
Pentameri 1441 720  [15] + + + + + 
Pentamer 
galati 
1593 796  
[15] + + - - + 
Heksameri 1729 864  [15] + + + + + 
Heksamer 
galati 
 940  
[15] + + - - + 
Heptameri  1008  [15] + + + + + 
Oktameri  1152 768 [15] + + + + + 
Nonameri  1297 863 [15] + + + + + 
Dekameri  1440 960 [15] + + + + + 
Legenda: 
+ identificirani 
-  nedetektirani 
 
Kot je razvidno iz preglednice 4, je v literaturi malo podatkov o flavan-3-olih in 
proantocianidinih, ki so bili v korenikah dresnikov identificiranih z uporabo masne 
spektrometrije [11, 12, 14–18]. Še manj pa je takšnih podatkov o teh spojinah v listih 
dresnikov (preglednica 4), saj samo dve publikaciji navajata podatke o monomerih in 
monomer galatih, dimerih, tetramerih in dimer galatih, ki so bili identificirani v listih 
japonskega in sahalinskega dresnika [11, 12]. 




Preglednica 4. Primerjava naših (+, -) in objavljenih rezultatov identifikacije 
flavan- 3- olov, proantocianidinov in njihovih galatov v korenikah in listih japonskega, 




JD ČD SD JD ČD SD 
Monomeri [11, 12, 14–18] 
+,  
[16, 17] 
+, [11, 12, 
16–18] 
+, [11, 12] + +, [11, 12] 
Monomer 
galati 
[11, 14, 15, 17, 
18] 
+, [17] 
+, [11, 12, 
17, 18] 
+, [11, 12] + +, [11, 12] 
Dimeri [11, 12, 14–16] +, [16] 
+,  
[11, 12, 16] 
+, [11, 12] + +, [11, 12] 
Dimer 
galati 
[14–16, 18] +, [16] +, [16, 18] +, [11, 12]  + +, [11, 12] 
Dimer 
digalati 
[14–16, 18]  +, [16] +, [16, 18] - + + 
Trimeri [14–16] +, [16] +, [16] + + + 
Trimer 
galati 
[14–16] +, [16] +, [16] - - + 
Trimer 
digalati 
[16] -, [16] -, [16] - - - 
Tetrameri [14–16] +, [16] +, [16] +, [11, 12] + +, [11, 12] 
Tetramer 
galati 
[14–16] +, [16] +, [16] - - + 
Pentameri [14–16] +, [16] +, [16] + + + 
Pentamer 
galati 
[14, 15] + + - - + 
Heksameri [14, 15] + + + + + 
Heksamer 
galati 
[14, 15] + + - - + 
Heptameri [14–16] +, [16] +, [16] + + + 
Oktameri [14–16] +, [16] +, [16] + + + 
Nonameri [14, 15] + + + + + 
Dekameri [14, 15] + + + + + 
Legenda: 
+ identificirani v naši študiji 
-  niso bili detektirani v naši študiji 
 
V okviru diplomskega dela smo kot prvi v listih japonskega, češkega in sahalinskega 
dresnika in tudi v korenikah češkega in sahalinskega dresnika identificirali prav vse 
proantocianidine od monomerov do dekamerov (monomere - flavan-3-ole, dimere, 
trimere, tetramere, pentamere, heksamere, heptamere, oktamere, nonamere in dekamere) 
in nekatere njihove galate (preglednica 3). Pri vseh proantocinidinih od dimerov do 




dekamerov je šlo za proantocianidine tipa B. Poleg teh smo v testnih raztopinah korenik 
češkega in sahalinskega dresnika identificirali tudi monomer galate, dimer galate, dimer 
digalate, trimer galate, tetramer galate, pentamer galate in heksamer galate (preglednica 
3), ki so bili predhodno z uporabo iste metode identificirani tudi v korenikah japonskega 
dresnika [15]. 
Na osnovi tega lahko povzamemo, da so kemijski profili proantocianidinov (glede na 
stopnjo polimerizacije in tudi glede na galate) v testnih raztopinah korenik japonskega, 
češkega in sahalinskega dresnika enaki. Kot prvi smo identificirali proantocianidine v 
listih češkega dresnika (preglednica 4). Ugotovili smo, da so kemijski profili 
proantocianidinov glede na stopnjo polimerizacije v testnih raztopinah listov japonskega, 
češkega in sahalinskega dresnika enaki in da se kemijski profili proantocianidinov glede 
na galate razlikujejo. Med listi vseh treh dresnikov smo v listih sahalinskega dresnika 
odkrili največjo pestrost v kvalitativnem profilu galatov in potrdili, da imajo listi 
sahalinskega dresnika enak kvalitativni profil galatov (od monomer galatov do heksamer 
galatov in dimer digalatov) kot korenike japonskega [14, 15], češkega in sahalinskega 
dresnika (preglednica 3). V listih japonskega dresnika smo identificirali samo monomer 
galate in dimer galate, v listih češkega dresnika pa poleg teh še dimer digalate 
(preglednica 3). Listi vseh treh dresnikov imajo enake kemijske profile proantocianidinov 
glede na stopnjo polimerizacije (preglednica 3), kot korenike japonskega [14, 15], 
češkega in sahalinskega dresnika. Znotraj posamezne vrste ima le sahalinski dresnik enak 
kemijski profil proantocianidinov tako glede na stopnjo polimerizacije kot tudi glede na 
galate (preglednica 3). 
 





Tujerodni dresniki iz rodu Fallopia so bogati s proantocianidini. Potencial za uporabo teh 
zelo razširjenih rastlinskih vrst je velik, saj je neizkoriščene biomase na pretek in to je 
lahko korak v smeri reševanja ekoloških in ekonomskih problemov, ki jih invazivni 
tujerodni dresniki ustvarjajo s širjenjem v Sloveniji, Evropi in Severni Ameriki. 
Izvedli smo HPTLC analize listov in korenik japonskega, češkega in sahalinskega 
dresnika ter proučili vsebnost različnih flavan-3-olov in proantocianidinov. S 
HPTLC- MS analizami smo potrdili, da gre za različne proantocianidine tipa B, ki smo 
jih ločili po stopnji polimerizacije. Z denzitometrijo in analizo slik ter z uporabo 
standardov (– )- epikatehina in procianidina B2 smo na podlagi ujemanja RF vrhov potrdili 
prisotnost monomerov in dimerov v listih in korenikah vseh treh dresnikov.  
Z uporabo analiz slik HPTLC silikagelnih plošč smo na osnovi celokupnih ploščin 
določili najvišjo vsebnost proantocianidinov v korenikah japonskega dresnika. Drugi 
najbogatejši vir so listi sahalinskega dresnika in za njimi korenike iste rastlinske vrste. 
Zanimivo je, da je vsebnost proantocianidinov v listih in korenikah češkega dresnika 
skoraj enaka, medtem ko je pri japonskem dresniku vsebnost v korenikah skoraj trikrat 
višja kot v listih. Listi japonskega dresnika so se izkazali kot najmanj bogat vir 
proantocianidinov.  
Z uporabo standardov (–)-epikatehina in procianidina B2 smo določili vsebnosti 
monomerov in dimerov v listih in korenikah vseh treh vrst dresnikov. Vsebnosti 
monomerov v listih japonskega, češkega in sahalinskega dresnika so bile 0,84, 1,39 in 
2,36 kg/t suhega materiala, vsebnosti dimerov pa 0,99, 1,40 in 2,06 kg/t suhega materiala. 
Vsebnosti monomerov v korenikah japonskega, češkega in sahalinskega dresnika so bile 
2,99, 1,52 in 2,36 kg/t suhega materiala, medtem ko so bile vsebnosti dimerov 2,81, 1,09 
in 2,17 kg/t suhega materiala. Med listi je imel najvišjo vsebnost monomerov in dimerov 
sahalinski dresnik, najnižjo pa japonski dresnik. Med korenikami je imel najvišjo 
vsebnost monomerov in dimerov japonski, najnižjo pa češki dresnik. Med vsemi 
analiziranimi vzorci je bila vsebnost monomerov in dimerov najvišja v korenikah 
japonskega dresnika, najnižja pa v listih japonskega dresnika. Čeprav se vsebnosti 
razlikujejo tako med dresniki kot tudi med njihovimi rastlinskimi deli, smo z rezultati 
potrdili hipotezo, da so listi in korenike japonskega, češkega in sahalinskega dresnika 
lahko potencialna surovina za izolacijo (pridobivanje) proantocianidinov. 
S HPTLC v kombinaciji z denzitometrijo in analizo slik smo pridobiti ustrezne 
kromatografske profile proantocianidinov in ugotovili, da so profili korenik japonskega, 
sahalinskega in češkega dresnika kvalitativno enaki, kar pa ne velja za profile listov teh 
dresnikov, saj ima sahalinski dresnik v profilu tri dodatne vrhove. Primerjava profilov 
listov in korenik iste vrste dresnika je pokazala, da ima le sahalinski dresnik enak profil 




za oba rastlinska dela, medtem ko imata japonski in češki dresnik v primerjavi z listi dva 
dodatna vrhova v profilih korenik. S tem smo le delno potrdili hipotezo, da ima češki 
dresnik, ki je medvrstni križanec japonskega in sahalinskega dresnika, podoben 
kromatografski profil proantocianidinov kot japonski in sahalinski dresnik. 
V listih vseh dresnikov in v korenikah češkega in sahalinskega dresnika smo z uporabo 
HPTLC-MS/MS prvi potrdili prisotnost vseh proantocianidinov tipa B od monomerov do 
dekamerov, v korenikah češkega in sahalinskega dresnika ter v listih sahalinskega 
dresnika pa tudi prisotnost galatov (od monomer galatov do heksamer galatov in dimer 
digalatov). Kot prvi smo identificirali proantocianidine v listih češkega dresnika. Med 
listi vseh treh dresnikov smo največjo pestrost v kvalitativnem profilu galatov odkrili v 
listih sahalinskega dresnika in potrdili, da imajo listi sahalinskega dresnika enak 
kvalitativni profil galatov (od monomer galatov do heksamer galatov in dimer digalatov) 
kot korenike japonskega (na osnovi literature), češkega in sahalinskega dresnika. V listih 
japonskega dresnika smo potrdili le prisotnost monomer galatov in dimer galatov, 
medtem ko smo v listih češkega dresnika poleg teh potrdili tudi dimer digalate. Torej 
lahko povzamemo, da imajo listi japonskega, češkega in sahalinskega dresnika enake 
kemijske profile proantocianidinov glede na stopnjo polimerizacije, medtem ko se njihovi 
kemijski profili glede na galate razlikujejo. Korenike japonskega (na osnovi literature), 
češkega in sahalinskega dresnika pa imajo enake kemijske profile proantocianidinov 
glede na stopnjo polimerizacije in tudi glede na galate. Znotraj posamezne vrste ima le 
sahalinski dresnik enak kemijski profil proantocianidinov tako glede na stopnjo 
polimerizacije kot tudi glede na galate. Tako smo le delno potrdili hipotezo, da bo možno 
na podlagi kemijskih profilov proantocianidinov razlikovati med listi in korenikami 
japonskega, češkega in sahalinskega dresnika. 
Kvalitativni podatki predstavljeni v tem diplomskem delu so lahko podlaga za nadaljnje 
študije teh dresnikov in njihovih sekundarnih metabolitov. Kvantitativni podatki pa so 
lahko osnova za načrtovanje možne uporabe teh dresnikov, njihovega izkoriščanja kot 
novega vira novih biološko aktivnih spojin ali celo proizvodnje različnih izdelkov. Morda 
bomo s tem delom celo prispevali kamenček v kompleksen mozaik reševanja 
problematike invazivnih tujerodnih rastlinskih vrst, saj ti dresniki poleg težav 
predstavljajo tudi nove priložnosti. 
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